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1I. INTRODUCAO
A atividade ocitOcica de extratos do lobo posterior
da hip6fise 6 devida a presença do hormônio polipeptidico, a
ocitocina, cuja estrutura foi determinada independentemente
por Tuppy (1953) e Du Vigneaud e cols (1953). A ocitocina 6
um peptide° ciclico de nove resíduos com uma ponte dissulfe-
to entre as posições 1-6 com a seguencia: L-cistenil-L-tiro-




















Figuna 1. Estrutura primaria da ocitocina
2A ocitocina e o principal hormônio do lobo posterior
da hip6fise quanto a sua ação contritil sobre a musculatura
uterina e ejetora de leite das glandulas mamarias. A síntese
deste hormônio foi conseguida por Du Vigneaud e cols (1953 ,
_
1954) em trabalhos memoravels que se tornaram marcos fundamen
tais na síntese química de peptideos. A partir desta primeira
síntese virias outras surgiram vindas não somente dos labora-
tOrios de Du Vigneaud como de outros grupos. A Tabela I abai-
xo mostra as principais sinteses da ocitocina pelo mgtodo
clissico. A ocitocina tem sido obtida tambem por síntese em
fase s6lida tanto com a resina clorometilada (Manning, 1968 e
Hruby e cols, 1973) como com a benzidrilamina-resina (Pieta e
cols, 1974 e Live e cols,1977).
1. Síntese de pep -Video em solução
Este tipo de síntese tamb -em denominado síntese de
pep -Videos pelo metodo clissico, o mais antigo método de ob-
tenção destes produtos, sendo que os primeiros peptideos, em-
bora simples, datam sua síntese do começo do seculo. Greens-
tein e Winitz (1961) em seu clissico manual sobre química dos
amino acidos fazem um histOrico bastante completo do assunto.
A síntese classica consiste em se trabalhar com rea-
gentes solUveis num solvente orgânico adequado em que um ami-
no acid() (AA
1
) com o grupo a -amino protegido, em geral por
uma acila do tipo uretana (grupo benziloxicarbonila ou terc-
TABELA I
Sinteses descritas da ocitocina em solução
Proteção do Estrategias de Sintese
Data Autores
grupo SH Cys-Tyr-Ile-Gin-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly
1954 Du Vigneaud e cols. Benzi la 2
1955 Boissannas e cols. Benzi ia 2
1956 Velluz e cols. Tricila 3 2
1956 Rudinger e cols. Benzila 2
1956 Rudinger e cols. Benzila 2
1959 Beyerman e cols. Benzila 2
1959a Bodansky e Benzi ia 2
Du Vigneaud
1959b Bodansky e 8 7 6 5 3 2
Du Vigneaud Benzila
1965 Fosker e Law Benzi ia
2 1
1965 Sakakibara e cols. p-Metoxi-benzila 7 6 5 4 3 2
1966 Photaki Benzoila 7 6 5 4 3 2
1967 Inukai e cols. Etilmercaptana 8 7 6 5 4 3 2
1974 Marbach e Rudinger Acetamidometila 8 7 6 5 4 3 2
a
Os tragos representam as fragmentos ou as residuos e as niimeros indicam a ordem com que as
acoplamentos foram feitos.
Foi sintetizado o anilogo desaminocitocina.
0-1
4butiloxicarbonila) feito reagir com um outro amino geld°
(AA
2
) no qual o grupo carboxila estg protegido, por um ester
geralmente metilico, terc-butilico ou benzine°. Esta reação
entre os dois amino 5cidos se faz na maioria das vezes por
ativação da carboxila do amino 5.cido com a carboxila livre
(AA
1 
na Fig. 2). A ativação e feita por vgrios processos sendo
os mais usuais: azida, ester ativo (ester p-nitrofenilico) ,
anidrido misto (anidrido isobutiloxicarbonilico) e carbodii-
mida (diciclohexilcarbodiimida). 0 passo seguinte e a despro
teção dos grupos amino e carboxila ou de um deles somente
para posterior crescimento da cadeia. Os amino ácidos com
grupos funcionais na cadeia lateral devem em alguns casos se
rem obrigatoriamente protegidos, assim o grupo sulfidrila
da cisteina, o amino grupo do carbono da lisina e as carbo
xilas dos ácidos aspgrtico e glut5mico. dão grupo hidroxila
da serina, treonina e tirosina, o grupo guanidinico da argi-
nina, o imidazólico da histidina, não necessitam proteção
obrigatOria, dependendo do metodo de ativação utilizado. A
Fig. 2 mostra esquematicamente os passos do metodo clássico
de sintese acima descrito.
2. Sintese de peptide° em fase sOlida
Um dos problemas centrais na síntese de peptideos
em solução e o isolamento do produto desejado tanto apes ca





































> X -NH -AA -C-NH-AA -C-V











































6ma é contornado na sintese em fase sOlida uma vez que o ami-
no cido C -terminal sendo preso a uma matriz insolGvel de po
liestireno comi ou 2% de divinilbenzeno as reações de aco-
plamento e desproteção são realizadas e os produtos não dese
jados são lavados da resina e o peptide° em processo de sin-
tese permanece preso i resina. 0 passo final é a retirada do
peptide° da resina, o que é feito na maioria das vezes por
ácido fluoridrico anidro que tem a vantagem de ao mesmo tem-
po desproteger a maioria das proteções das cadeias laterais
dos amino ácidos. Em alguns casos faz-se amonOlise ou hidra-
zin5lise ou ainda reação com HBr em gcido acético glacial. A
Fig. 3 mostra esquematicamente este tipo de síntese.
0 método de sintese em fase sOlida embora não neces
site do isolamento dos produtos intermediErios, encurtando
bastante o tempo para se obter a sintese planejada nem sem-
pre é a melhor escolha para peptideos pequenos ou quando se
deseja peptideos na escala de gramas.
Em nossos laboratõrios do Departamento de Biofisica
da Escola Paulista de Medicina desde 1970 tem sido sintetiza
dos peptideos somente em fase salida. Com o objetivo de am-
pliar as possibilidades e as escalas de sintese, o laborat6-
rio de sintese de peptideos do Departamento de Biofísica mi
ciou em 1979 um programa de implantação de síntese em solu-
ção a partir da infra-estrutura j5 existente e usada na sin-
tese em fase s5lida. 0 objetivo deste programa é obter não
somente os peptideos mas também os reagentes intermediários
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Figuka 3. Esquema geral de sintese em fase sblida. TEA - Trie
tilamina, TFA - Ac-TrifluoracEtico, DCCI - Diciclo-
hexilcarbodiimida, HF- Ac-Fluoridrico.
8os agentes de ativação do grupo carboxila e os reagentes de
desproteção a partir de matérias primas disponiveis no merca
do brasileiro e o trabalho apresentado nesta tese é parte
deste programa.
3. Identificação do problema de estudo
A sintese da ocitocina foi escolhida como problema
de trabalho pois apesar de ter vários fragmentos com suasinte
se e caracterização bem definidas, os principais problemas
na obtenção deste hormônio são a proteção e desproteção do
grupo sulfidrila da cisteina e a estratégia de sintese os
quais, como veremos mais adiante, ainda merecem estudo. Alem
dissoe deinteresse estabelecer processos de obtenção em solu
gão de peptideos em escala de gramas e a escolha da ocitoci-
na como primeira tentativa nos parece adequada. pois este
hormônio tem um tamanho razoável e vários de seus fragmentos
são bem cristaliziveis.
Podemos ver pela Tabela I, que o radical benzila e
a proteção mais usada e isto se deve á estabilidade da prote
cão aos processos de acoplamento e desproteção tanto do gru-
po a -amino quanto do carboxilico e tambêm à facilidade de
se obter a cisteina S-benzilada (Voguel, 1978). A ligação
tio-ester do grupo sulfidrila com o radical benzila é 1-abil
ao sódio em amônia liquida (Du Vigneaud, 1930) e este método
tem sido bastante usado na desproteção do radical sulfidri-
9la, especialmente nas sínteses da ocitocina.
A desproteção com sódio em am&nia liquida não
isenta de reações colaterais, assim ela pode ser acompanhada
de dessulfurizagão e quebra de ligações peptidicas, especial-
mente aquelas envolvendo o resíduo prolina (Hoffmann e Yagi-
ma, 1961).
Modificações no grupo benzila foram propostas por
vários autores e um dos derivados mais usados e- a para -meto
xibenzila descrito por Sakakibara e cols (1965) que forma
ligação tio-e-ster com a sulfidrila mais lábil que a benzila,
sendo removido não sã por sódio em amOnia liquida mas por
ácido fluoridricoanidro a 0°C e ácido trifluoracetico a quen-
te (Sakakibara e cols, 1965).
Velluz e cols (1956) sintetizaram a ocitocina usan
do o radical tricila para proteção do grupo sulfidrila. 0 ra
dical tricila pode ser removido tanto borbulhando HC1 anidro
numa solução do peptide° em clorofigrmio ou dissolvendo o pep
tide° numa mistura de diclorometano e 1-IC1 10 N na proporção
de 5:1 (Velluz, 1956). Este metodo de clivagem libera somen-
te 40 a 50% da sulfidrila presente (Zervas e Photaki, 1962 )
pois em meio gcido a reação de desproteção atinge um equili-
brio remanescendo sempre parte do produto de partida (Zervas
e cols , 1968). Os melhores resultados são obtidos usando-se
sais de mercGrio ou de prata bivalentes seguida da ação de
gás sulfidrico (Photaki e cols , 1970). Por outro lado, mes-
mo o tratamento intensivo por H 2 S não consegue retirar total
mente o mercGrio ou a prata da solução devido á formação de
iv
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fortes complexos destes Tons com os peptideos (Yagima, 1980).
A acilagdo do grupo sulfidrila forma outra classe
de proteção, assim Photaki (1966) utilizou a S-benzoil cis -
tema na sintese da ocitocina e a desproteção foi feita por
NaOH 0,2 N ou por metanOlise na presença de metaxido de s5-
dio. A reação colateral possivel com esta proteção ia migra
gao S N da acua, como por exemplo no acoplamento da Na-
carbobenzoxiglicina (Z-Gly) com a S-benzoil-cisteina metil











Figtota 4. Migração S N da acua na proteção do grupo sul-
fidrila. DCCI - Diciclohexilcarbodiimida, Bz
po benzoila.
Gru
Na síntese da ocitocina descrita por Photaki (1966)
a autora não encontrou esta reação colateral ap5s o acopla-
mento da asparagina por
final de alta atividade
Inukai e cols
anidrido misto, obtendo um produto
bioldgica.
(1967) prepararam S-etil-mercaptocis-
teina e conseguiram sintetizar a ocitocina com o grupo sulfi
drila protegido com dissulfeto assimetrico (C 2 H 5 -S-S-Cys) o
qual e liberado na fase final pela ação de tiofenol. Estes
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
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autores, no entanto não dão detalhes do produto final, refe-
rindo somente que obtiveram um peptide° de alta atividade
ocitecica.
Kunzek e cols. (1980) fizeram estudo comparativo de
vários S-alquiltiocisteinas e observaram rearranjo da liga-
ção dissulfeto catalizado pelo prOton sendo o grupo etil-mer
captana o mais vulnerável, limitando portanto o seu uso na
sintese de peptideos.
Marbach e Rudinger (1974) sintetizaram dois análo-
gos da ocitocina usando como proteção da sulfidrila o grupo
acetamidometila. r uma proteção bastante conveniente uma vez
que ela e resistente aos meios fortemente básicos ou ácidos
e pode ser clivada por iodo que fecha simultaneamente a pon-
te dissulfeto. Na sintese da ocitocina o 61-lice inconveniente
referido, e que os fragmentos obtidos são muito solUveis em
agua não permitindo o seu isolamento por precipitação.
A Tabela I mostra ainda as diferentes estrategias
usadas nas várias sinteses da ocitocina. 0 tripeptideo C -ter-
minal e comum na maioria das estrategias e isto ocorre devi-
do a fácil obtenção e cristalização dos di e tripeptideos.
Na sintese por condensação de fragmentos a estrate-
gia que apresenta melhores rendimentos e produto final com
mais atividade e o acoplamento Gln-Asn-Cys + Pro-Leu-G1yNH 2
e do hexapeptideo resultante com o tripeptideo N -terminal
Cys-Tyr-Ile (Boissonnase cols, 1955, Rudinger e cols, 1956).
0 acoplamento de fragmentos contendo o resíduo asparaginil
na posição C -terminal leva á desidratação deste residuo como
12
foi demostrado por Bodanszky e Du Vigneaud (1957b). Esta es-
tratégia foi usada por Du Vigneaud e cols (1954); Velluz e
cols (1956), Rudinger e cols (1956), Beyerman e cols (1959 )
e Bodanszky e Du Vigneaud (1959a).
As sinteses de ocitocina mais, recentes tém sido fei
tas pelo acoplamento de um amino ácido de cada vez. Este mé-
todo tem a vantagem de se obter maior rendimento por acopla
mento e além disso os peptideos formados sao isolados com maior fa
cilidade e pureza, pois, em geral estes são insolGveis em
acetato de etila ou lcool e os amino ácidos que entram são
soliiveis nestes solventes. Este tipo de sintese foi feito
por Bodanszky e Du Vigneaud, (1959b), Sakakibara e cols (1965)
Photaki (1966), Inukai e cols (1967) e Marbach e Rudinger
(1974).
4. Objetivos deste trabalho
Em vista do exposto acima dois pontos merecem mai-
or atenção quando se pretende obter a ocitocina: a proteção
e desproteção do grupo sulfidrila e a estratégia de sintese
a ser usada.
Afim de obter mais informagóes sobre estes proble-
mas nos propusemos comparar nas mesmas condig6es de sintese
e estratégia, as duas proteções mais usadas, isto e, a benzi
la e a p-metoxibenzila. Sakakibara e cols (1965) ressaltam a
qualidade desta ultima proteção obtendo um produto final
13
mais ativo do que o descrito por Du Vigneaud e cols. (1959 a
e 1959 b) quando a reação de desproteção era feita por sOdio
em amônia liquida e na escala de gramas.
Wunsch e Spangenberg (1971) introduziram como grupo
protetor da função SN o radical terc-butilmercaptana que pe-
lo volume do radical alquila (terc-butila) impede as reações
de rearranjo e oxidação apresentadas pela etilmercaptana, jã
usada na proteção da cisteina para sintese da ocitocina (mu
kai, 1967). 0 dissulfeto assimetrico da cisteina de maior re
sistencia ao rearranjo em meio ãcido estudado por Kunzek e
cols (1980) e tambem o formado com a terc-butilmercaptana .
Esta proteção foi usada por Van Rietschoten e cols (1975) na
sintese em fase salida da apamina (veneno de abelha) porem
sem o sucesso desejado uma vez que a terc-butiltio não re-
siste a HF anidro.
A S-terc-butiltiocisteina foi usada porem de modo
mais extensivo na sintese da somatostatina descrita recente-
mente por Moroder e cols (1981). Estes autores utilizaram
estrategia em que todos os grupos protetores empregados eram
15beis a meio icido e no final desprotegeram a cisteina por
tributilfosfina ou trifenilfosfina em acido "icetico 80%, ob-
tendo um bom resultado final.
Em vista das vantagens de estabilidade, suavidade e
especificidade na desproteção da S-terc-butiltiocisteina des
critas acima nos propusemos a aplicar esta proteção na sinte
se da ocitocina e comparã-la com a S-benzil e S-p-metoxiben
zilcisteina.
14
0 problema da estrategia foi tambem estudado neste
trabalho, e assim nos propusemos verificar qual a rota de
sintese que combinasseo melhor rendimento e com maior facilidade de
isolamento do produto desejado. A partir das informações ob-
tidas das/sinteses descritas anteriormente (Tabela I) tenta-
mos as seguintes estrategias:
A - Cys-Tyr-Ile + Gln-Asn-Cys + Pro-Leu-Gly NH 2
B - Cys-Tyr + Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly NH 2
C - Cys-Tyr-Ile + Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly NH 2
D - Cys+Tyr+Ile + Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly NH 2
Procuramos usar sempre que possivel o metodo de ani
drido misto para os acoplamentos, pois 6 o mais econOmico
quando se faz reações em escala de gramas, o isolamento do
produto final e mais simples de executar e a materia prima
necessãria g obtida em laboratOrio.
Descrevemos ainda neste trabalho uma adaptação do
metodo de Nesvadba e Roth (1967) para as reações de so-di° em
amOnia liquida em escala de gramas na qual foi possível con-
trolar de modo mais conveniente a adição do s6dio -a- mistura
de reação em amOnia liquida.
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II. MATERIAIS E M-ÉTODOS
1. Aparelhos
Os pontos de fusão foram determinados em aparelho
do tipo Kofler e o poder rotat6rio especifico medido a 25° C
e na raia D de sOdio (589 nm) ((a)) foi obtido atraves de um
polarimetro fotoeletrico "Pepol 60" (Bellingham & Stanley
Ltd) equipado com galvanOmetro acessOrio mod 7606/s de W.C.
Pye Co. Foi usada fonte de xen5nio e o comprimento de onda
escolhido no monocromador Zeiss M4QIII. A cubeta utilizada
era de quartzo de caminho 6ptico 5 cm e capacidade de 2,3 ml.
2. Cromatografia em camada delgada
Foram usadas placas delgadas de silica-gel (0,2 mm)
preparadas no laboratOrios sobre vidro utilizando silica gel Merck
Kieselgel 60 G. Para aplicação fez-se uma solução bem homoge
nea de 35,8 g de silica em p6 em 78 ml de egua e ai aplicada
es placas de vidro atraves do aplicador manual Shandon.
Foram utilizados os seguintes sistemas de solventes:
A - n-butanol:ecido acetico:egua (4:1:1)
B - n-butanol:ecido acetico:acetato de etila:egua (1:1:1:1)
C - piridina:ecido acetico:egua:butanol (20:6:24:30)
D - clorofOrmio:metanol:ecido acetico (80:15:5)
Os R
f 








3. Eletroforese em papel
16
indicado como
As eletroforeses foram feitas em papel Whatman N9 1
entre placas de vidros a uma tensão de 1000 V atê que o 5ci-
do picric°, colocado sempre como marcador tivesse migra-
do cerca de 10 cm a partir da origem em direção ao polo posi
tivo. Os tampões empregados foram:
pH = 2,8 = 5cido acetic° 1 M
pH = 4,9 = acetato de piridina 0,05 M
pH = 9,9 = carbonato/bicarbonato 0,05 M
Determinamos a mobilidade em cada um destes pHs re-
lacionando-a com a da histidina (pH 2,8), arginina
(pH 4,9) e 5cido picric° (pH 9.9). A migração por endoele-
trosmose foi descontada em cada um destes pHs por respectiva
mente: fenol, glicina e imidazol. Designamos por RHis, RArg
a mobilidade relativa em cada um destes sistemas.e Rpic
4. Revelação das cromatografias e eletroforeses
•
Foram empregados os reativos de:
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4.1. Pauly
Eram preparadas as seguintes solug6es:
1. Acido sulfanilico 9 g em 90 ml de HC1 concentra
do e juntados a 900 ml de 5gua.




As solugOes 1 e 2 eram mantidas na geladeira.
0 cromatograma era assim revelado:
lima mistura de 10 ml da solução 1 com 10
ml da solugao 2 era mantida 5- temperatura não superior a 20° C
por 5 minutos. ApOs eram adicionados 20 ml da solução 3 e a
solução era pulverizada sobre a placa ou o papel a ser reve-
lado.
4.2. Ninhidrina
Uma solução a 0,2 de ninhidrina em
acetona era pulverizada no cromatograma,o qual era então aquecido
em estufa. A solução de ninhidrina deve ser armazenada na
geladeira onde sua estabilidade maior.
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5. Sintese dos intermediários
5.1. Preparação de 61eum a 45% (peso/peso)
Partimos do 61eum comercial, isto g, ácido sulfGrHr-
co com 22% de SO
3 
obtido da indüstria quimica Quimius (Barue
ri, São Paulo). Colocamos cerca de 2,5 litros deste ácido
sulfUrico num balão de 3 litros o qual era aquecido lentamen
te por manta eletrica ate o máximo de aquecimento. 0 SO 3
desprendido era condensado num condensador reto refrigerado
a aqua e coletado na forma liquida diretamente num frasco de
vidro com tampa esmerilhada aonde ia ser armazenado. Obte
ve-se cerca de 1200 g de SO 3 e adicionou-se ácido sulfGrico




5.2. Preparação do fosgenio
Seguimos a descrição feita por Giral e Rojahn (1956)
"Todo maHu6eio do 69(2.klio e de .6cu.5 wioduto6
imediato/5 6o7Lam 6eito.5 numa capeia de atta
tikagem"
Num balão de 3 litros com 3 bocas foram colocados
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600 g de gcido sulfUrico com 45%(peso/peso) de SO 3 o qual foi
mantido à 100°C e sob agitação magnetica. Sobre o ãcido fez-
se gotejar 750 g de
nil com equalizador
tetracloreto de carbono atraves de um fu
de pressão. 0 fluxo de fosgenio dependia
da velocidade de gotejamento do tetracloreto de carbono e o
g5s saindo do balão por um condensador de bola com cerca de
1 metro montado na forma de refluxo passava por dois frascos
lavadores com gcido sulfGrico concentrado onde o 50
3 
carrega
do juntocow ofosgenio era retido. Entre os dois frascos com
5cido sulfGrico colocamos dois frascos vazios sendo que o
montado apes a lavagem era imerso em gelo moido a fim de re-
ter algum tetracloreto de carbono carregado pelos gases.
0 fosgenio passava por um condensador à temperatura
de gelo seco-acetona montado num balão de 3 litros com 3 bo-
cas tambem imerso em gelo seco -acetona aonde o fosgenio era
coletado e o 5cido cloridrico que tambem se formava na rea-
cdo passava para o sistema de lavagem e exaustão.. A saida do
balão de coleção era conectada a um tubo contendo cloreto de
cglcio anidrido que conduzia os gases não condensados por
tres frascos lavadores sendo o primeiro vazio e os dois se-
guintes com 500 ml de hidrOxido de sedio a 20% cada um. Para
maior segurança a saida deste sistema de lavagem era feita
diretamente para exaustão da capela atraves de um tubo de
plagtico.
Qualquer vazamento era detectado colocando-se papel
indicador de fosgenio prOximo a todas as juntas do equipamen




eram mantidas na capela o tempo todo. As juntas deste equipa
mento at a parte onde o fosgenio era condensado eram esferi
cas e mantidas por garras de pressão. A Figura 5 esquematiza
o equipamento descrito para esta síntese.
0 papel indicador do .. - osgenio foi preparado como se
gue: Embeberam-se tiras de papel de filtro numa solução eta-
nOlica contendo 5% de para-dimetilaminobenzaldeido e 5 % di-
fenilanina sem cor. 0 papel era usado apOs estar seco ou ar-
mazenado em frasco fechado e escuro.
0 fosgenio coletado, cerca de 200 ml (cerca de 2.8
moles) era utilizado de imediato.
Cuidado especial foi tomado na limpeza do aparelho
de vidro utilizado. Assim antes de abri-lo,foi passada uma
corrente de nitrogenio por cerca de 15 minutos. 0 oleum foi
drenado lentamente para um frasco Erlenmeyer de 4 litros
cheio de gelo moído, utilizando-se trompa de água. Entre a
trompa e o Erlenmeyer foi colocado um frasco lavador com hi-
drexido de s5dio a 20%. 0 Erlenmeyer era trocado a cada 150
ml de ácido diluído, caso contrário a temperatura subia e a
reação do SO
3 
com a água ficaria explosiva. 0 ácido sulf5ri-
co era neutralizado posteriormente com soda comercial e então
jogado no esgoto.
Todas as pegas de vidro do equipamento ou utiliza-
das na sintese com fosgenio foram lavadas na capela com solu
gão diluída de hidr6xido de amOnio.
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5.3. Cloroformato de benzila
Apôs ter condensado 200 ml (2.8 moles) de fosgenio
num balão de 3 litros foi adicionado 1 litro de tolueno, se-
co por destilação azeotrOpica. Num period° de 10 minutos fo-
ram acrescentados 225 ml (2,2 moles) de a-lcool benzilico sob
agitação leve e mantido a temperatura de gelo moido. Deixou-
se a mistura a temperatura de 0°C por 1 hora e a seguir 5
temperatura ambiente durante a noite. Houve forte liberação
de HC1 na fase inicial de reação a medida que a temperatura
subia.
No dia seguinte degazeificou-se a solução mantendo-
se sob pressão negativa de uma trompa de água e a seguir des
tilou-se ainda na capela o tolueno a baixa pressão e a tempe
ratura abaixo de 600C. Retirou-se cerca de 90% do tolueno e
o liquido levemente amarelo que permaneceu foi usado como tal.
Armazenamos o produto assim obtido sob sulfato de sadio ani-
dro em frasco de parede forte e bem tampado. 0 teor do cloro
formato de benzila foi determinado fazendo-se reagir um volu
me conhecido do produto obtido com 10 volumes de hidrOxido
de amônio 25% a 0°C por 30 minutos. 0 carbonato de benzila
obtido foi seco e pesado, obtendo-se de v5rias sinteses en-
tre 4-5 milimoles por ml de solução com um rendimento de
cerca de 80% em relação ao lcool benzilico.
t'l
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5.4. Cloroformato de iso-butila







temperatura de gêlo seco -acetona .
seco -acetona um banho de gelo
minutos sob leve agitação adicio-
nou-se 175 ml (1,9 moles)de álcool isobutilico seco. A reação
foi deixada a 0°C por 1 hora e i temperatura ambiente duran-
te a noite. No dia seguinte a mistura de reação foi degazei-
ficada como descrito acima e destilada ã pressão ambiente.
Coletou-se o destilado de ponto de ebulição entre 123-127°
C. Em várias sinteses obteve-se entre 160 e 180 gramas de
cloroformato de iso-butila, correspondendo a um rendimento
de cerca de 70%. Este procedimento é semelhante ao descrito
por Vaughan e Osato (1952) para outros cloroformatos de al-
quila.
5.5. Cloroformato de sec-butila
0 procedimento foi icientico ao descrito ao clorofor
mato de iso-butila. Coletou-se o destilado de ponto de ebuli




Num balão de 500 ml com tres bocas foram colocados
sob agitação 40 g de anisaldeido (0,3 moi ), 90 ml de eta-
nol e 75 ml de formaldeido a 40%. A esta mistura adicionou-
se gota a gota 105 ml de uma solução de KOH a 55%, controlan
do-se a temperatura para permanecer abaixo de 600C. Depois a
reação foi aquecida a 65°C e a seguir refluida por 20 minu-
tos.
A mistura de reação foi concentrada em rota-vapor
com trompa de ggua para retirar o etanol e extraida com 300
ml de éter em tres porgees. A solução eterea foi lavada com
100 ml de hipossulfito de sedio (NaHS0 3 ) em duas porgOes pa-
ra retirar o aldeido que não reagiu e a seguir foi seca sob
sulfato de sedio anidro. Retirado o éter por destilação em
trompa de agua,o liquido remanescente foi destilado a 16 mmHg
sendo coletado o destilado de ponto de ebulição ude 1200 C. Ob
teve-se 30 g de elcool anisilico.
5.7. Cloreto de p-metoxibenzila (ou cloreto de anisila)
(Shriner e Hull, 1945)
Num balão de 1000 ml foram colocados 127 g de elcool
anisilico (0,9 moi ) e 420 ml de eter etilico seco e feito




xada a solução durante a noite na câmara fria,ela foi a se-
guir concentrada para retirar o éter e destilada i vácuo de
5 mmHg e coletado o destilado de ponto de ebulição 115-120°C,
obtendo-se 83 g do cloreto de p-metoxibenzila, tendo-se ren-
dimento de 54 %.
5.8. Brometo de terc-butila
Num balão de 500 ml foram colocados 167 g de HBr a
47 % e adicionados lentamente 50 g de H 2 SO 4 concentrado e a
seguir 59 g de álcool terc-butilico (0,8 mol ) e por fim
mais uma segunda porção de 20 g de ácido sulfürico concentra
do. Refluido lentamente por 3 horas. Após a destilação com-
pleta do brometo junto com água, o destilado foi colocado
num funil de separação e a fase superior separada , lavada
com água, HC1 concentrado, bicarbonato de sódio 5 %, água sa
turada de NaCl e seco comsulfato de sódio anidro. Finalmen-
te destilado .5 pressão ambiente,sendo coletado o destilado
de ponto de ebulição constante a 73°C, obtivemos 62,5 g, cor
respondendo a um rendimento de 87 % (Vogel, 1978).
5.9. Terc-butilmercaptana
Uma mistura de 347 g de brometo de terc-butila (2,53
moles), 152 g de tioureia (2,53 moles) e 125 ml de água foi
‘.1
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aquecida sob refluxo ate que a solução ficasse homoge-
nea. Inclinou-se então condensador para destilação do brome-
to de terc-butila que não reagiu e parte da 5gua. Obteve-se
uma massa à qual foram adicionados 250 ml de solução 10 N de
KOH e feita refluir por 2 horas. Separou-se o -Oleo, sobrena-
dante, que foi seco com sulfato de sedio anidro e destilado
pressão ambiente com P.E. = 61-62° C (Lit.: 61,6 0, Mathias,
1950) obtendo-se 110 g de um liquido limpid() de odor forte
lembrando alho.
5.10. Glicinato de etila, cloridrato (Gly0Et.HC1)
Num baldo de 3000 ml foram colocados 2000 ml de eta
nol e 150 g (2 moles) de glicinai HC1 anidro foi borbulhado
nesta solução durante 3 horas, mantendo-se a temperatura a
cerca de de 4°C em banho de gelo moido. A solução foi então
refluida ate a solubilizagão total, adicionados 100 ml de
benzeno e destilada a mistura azeotrepica atraves de um apa-
relho tipo Dean -Stark ate' sair todo o benzeno. A solução foi
então esfriada e os cristais filtrados, lavados com eter
etilico e secos, obtendo-se um peso de 263 g (rendimento: 93
%) e P.F. = 140-1430 C (Lit.: 141-143°, Dymicky e cols., 1971).
La,
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5.11. Tirosinato de etila, cloridrato (Tyr.OEt.HC1)
0 processo empregado foi idántico ao descrito acima
para o glicinato de etila sendo que 100 g (0,5 moi) de tiro-
sina foram adicionados a 1000 ml de etanol e 50 ml de benze -
no. Após a destilação azeotrópica a maior parte do álcool
foi retirada,adicionando-se áter para ocorrer cristalização .
Peso obtido=129 g (rendimento: 94 %) com P.F. = 166-168°C
(Lit.: 167-1680 C, Dymicky e cols., 1971).
5.12. Isoleucinato de terc-butila (Ile.tBut)
Este composto foi preparado segundo a descrição de
Roeske (1963). 0 isobutileno necessário para obtenção do es
ter foi obtido gotejando-se álcool terc-butilico sobre ácido
sulfúrico a 20% colocado em balão de 3 bocas, enTianto que a tem
peratura era mantida entre 95-105°C. 0 isobutileno desprendi
do passava por um condensador com cerca de 1 metro, montado
para refluxo e dal" o gás passava por sulfato de cálcio ani-
dro mantido a 0°C sendo então coletado a temperatura de
co -acetona num frasco de paredes fortes. Após ter




uma solução formada de 150 ml de dioxana destilada sobre fio de
sOdio, 15 ml de ácido sulfúrico concentrado (o qual foi adi-
cionado lentamente a dioxona ) e 13,1 g (0,1 moi) de isoleuci-
na. 0 frasco contendo barra magnetica era então fechado
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com rolha de borracha e esta amarrada fortemente ao gargalo
do frasco de paredes fortes. A reação foi mantida sob agita-
ção magnética durante a noite, quando ficou limpida. Abaixou-
se a temperatura ate cerca de -50°C e abriu-se o frasco. Ime
diatamente o seu conteLdo foi despejado sobre uma solução man
tida a 0°C contendo 1000 ml de éter e 750 ml de hidróxido de só
dio 1 N. A fase etérea foi separada e a fase aquosa lavada
com mais 200 ml de éter em duas vezes. As fases etéreas fo-
ram reunidas e secas no sulfato de sódio anidro. A seguir con
centradas no rota-vapor a 300C,usando a principio trompa de
5gua e a seguir bomba de Oleo. Resultaram 11 g (rendimento:
60%) de um óleo limpid() com R
Arg 
= 0,9 que foi usado como tal.
5.13. S-Benzilcisteina (SBzl-Cys)
Cerca de 1 litro de amônia foi condensado num balão
de 3 litros e tratado com 3 gramas de sódio meta-lie°. A amô-
nia foi então destilada para um balão de 3 litros com 3 bo-
cas imerso num banho de gelo seco-acetona a -700 C e provido
de um condensador mantido al mesma temperatura. Após a desti-
lação o condensador foi substituido por um agitador mecãnico,
0 banho retirado e o balão mantido numa caixa de isopor.
Dissolveu-se cerca de 2 gramas de sódio me -Calico e adicionou-
se cisteina ate desaparecer a intensa cor azul da solução .
Esta operação foi repetida ate que fossem introduzidas 32 g
(0,13 mop de cistina . A cor azul no final foi retirada pela
.4
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adição de cloreto de amanio. A seguir foram introduzidos go-
ta a gota 30,6 ml de cloreto de benzila (Aldrich). Toda es-
ta operação foi feita sob forte agitação e a am6nia foi dei-
xada evaporar com a ajuda de um banho de 5gua mantido a 50°C.
0 precipitado final foi dissolvido em 400 ml de
5gua e o pH abaixado a 2 lentamente pela adição de HC1 con-
centrado. 0 intenso precipitado que se formou foi filtrado e
lavado com 300 ml de 5gua gelada. ApOs recristalizagão em
700 ml de igua obteve-se 41 g (rendimento de 75 %) de cris-
tais brancos em escama, P.F. = 211-214°C (Lit.: 212-215 0 C ,
Vogue], 1978).
5.14. S-p-metoxibenzilcisteina (SprilBzl-Cys)
0 processo empregado foi idêntico ao descrito para
a SBzl-Cys, partindo-se de 25 g (0,104 mol ) de. cistina e
36 g (0,26 mol) de cloreto de p-metoxibenzila (secção 5.7) .
Obteve-se apOs recristalizagão em 5gua 42 g (rendimento: 84




Num balão de 3 litros foram dissolvidos 48 g ( 0,2
mol) de cistina em 200 ml de NaOH 2 N e 350 ml de dioxana e
30
acrescentados 38 g de
na secção 5.9). Ficou
o balão fechado. ApOs
terc-butilmercaptana (sintese descrita
sob agitação magn&tica por 24 horas corn
este tempo foram adicionados mais 189
de terc-butilmercaptana e o balão de vidro foi lavado com 0
2
e na boca do mesmo foi adaptada uma bexiga de borracha tam-
bem cheia de 0 2 , ficando a reação agora sob atmosfera des-
te gás por dois dias, quando a solução ficou limpida e inco-
lor. A seguir foram adicionados 50 ml de 5cido acetic° for
mando-seintenso precipitado, que foi lavado com 5gua gelada .
0 precipitado foi seco e pesou 80 g, correspondendo a um rendi
mento de 96 %. 0 material
em HC1 1 N), (Lit.: -84°,
0,65, R fB = 0,75.
não funde e (a) = -75,5° (ca. 1,5
Wunsch e Spangenberg, 1971). R fA
5.16. N a -carbobenzoxi-leucina (Z -Leu)
39,1 g (0,3 moi) de leucina finamente pulverizada
foi dissolvida em 100 ml de NaOH 4 N e esfriada a 4°C. A es-
ta solução 70 ml de NaOH 4 N e 0,35 mol de cloroformato de
benzila (secção 5.3) eram adicionados alternadamente em 5
porg6es num periodo de 30 minutos sob agitação mecãnica e
mantendo a temperatura ao redor de 4°C. A solução foi manti-
da alcalina o tempo todo com adições extras de base sempre
que necess5rio. ApOs cerca de 2 horas de agitação a solução
foi lavada 2 vezes com 50 ml de eter etílico, esfriada a 0°C
e o pH abaixado a 2 com HC1 5 N e extraido com 400 ml de ace
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tato de etila em 3 porgiíes. A fase orgânica foi 
lavada com
HC1 I R, água saturada de cloreto de s6dio e seca 
sob sulfa-
to de saio. 0 solvente foi eliminado restando um 
6leo pe-




0,65 e R fB = 0,80, R fc
5.17. Na -carbobenzoxi-prolina (Z-Pro)
Foi usado o mesmo procedimento descrito acima 
para
2-Leu (secção 5.16), obtendo-se tambêm um 'oleo 
pesando 71 g,
com rendimento de 95 %. R fA = 0,70, R fB = 
0,72, R fc = 0,58.
5.18. Na-carbobenzoxi-S-Benzilcisteina 
(Z-SBzl-Cys)
Foi usado o mesmo procedimento descrito para 2 -Leu.
Partindo-se de 30 g (0,142 mol) de SBzl-Cys 
obteve-se 45 g
(rendimento 90 %) de material cristalizado de acetato 
de eti
la e eter de petraleo com P.F. = 90-93°C. 
(Lit.: 99°C, Ha-




0 processo usado foi identico ao descrito 
para NaZ-
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SBz1Cys. Partindo-se de 27 g (0,11 mol) de SpM8z1Cys (secção
5.18) foram obtidos 31 g (rendimento 81 %) de um p5 branco
amorfo obtido pela adição de óter de petróleo ao mel obtido
da evaporação do acetato de etila. P.F. = 59-61°C (Lit.: 62-
65°C, Sakakibara, 1965). R fA = 0,70, R fB = 0,85, R fc =
5.20. N eLcarbobenzoxi-asparagina (Z-Asn)
Num balão de 3 litros com 3 bocas foram dissolvidos
sob agitação mecgnica em 2 litros de 5gua 120 g (0,8 mol) de
asparagina monohidrato e 180 g de bicarbonato de sódio. Após
30 minutos de agitação foram adicionados num periodo de 90
minutos 0,92 mol de cloroformato de benzila. A agitação per-
maneceu por mais 20 horas no fim das quais foi adicionado 1
litro de 5- gua. A mistura de reação foi lavada num funil de
separação com 2 litros de 6 -ter em duas porções. 0 pH foi ajus
tado a 2 com 100 ml de HC1 concentrado, o qual foi adiciona-
do em pequenas porções seguido de agitação. 0 intenso preci-
pitado foi filtrado , a água bem escoada , lavado no filtro
com 100 ml de ggua, cinco vezes e seco no vácuo. Obtivemos
180 g (rendimento 84 %) do produto com P.F. = 157-159°C .
(Lit.: 161-163°C, Bodanszky e Du Vigneaud, 1962).
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5.21. p -Nitrofenil - Na-carbobenzoxi-asparaginato (Z-Asn-
ONP)
Num balão de 1 litro com 3 bocas e com agitação mag
netica foram dissolvidos 80 g (0,3 moi ) de Z-Asn ( secção
5.20) em 400 ml de dimetilformamida. A solução foi esfriada
a 0°C e mantida em banho de gelo e foram adicionados 68
(0,33 moi ) de diciclohexilcarbodiimida dissolvidos em 50
ml de dimetilformamida. A solução ficou sob agitação por 3
horas, o banho de gelo foi removido ap6s 2 horas e a
reação deixada aquecer expontaneamente at a temperatura am-
biente. Foram adicionados 3 ml de 5cido ac6tico e agitou-se
por mais 15 minutos. A solução foi esfriada a 0 0C, filtrada
e a diciclohexilamida foi lavada no filtro com 120 ml de di-
metilformamida. Os filtrados foram reunidos e acrescentando
500 ml de ggua formou-se uma suspensão que foi esfriada a
-5° C e filtrada. 0 bolo formado foi bem escoadd e lavado no
filtro com 100 ml de etanol a 80 % , 200 ml de etanol ab
soluto e seco no vgcuo. 0 produto crü assim obtido foi tritu
rado com acetato de etila, filtrado e lavado no filtro com
duas porções de 50 ml de acetato de etila. 0 precipitado foi
novamente triturado com 300 ml de acetato de etila e lavado
no filtro com duas porções de 100 ml do mesmo solvente. 0 ma
terial seco pesou 70 g (rendimento: 60 %) P.F. = 151-154°C
(Lit.: 156-157°, Bodanszky e Du Vigneaud, 1962).
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5.22. Na-carbobenzoxi-glutamina (7-Gin)
Em 1 litro de 5gua foram dissolvidos 60 g (0,40 mol)
de glutamina e 90 g (0,9 moi) de bicarbonato de potissio sob
agitação mec5nica. A temper4tura foi mantida a 0°C enquanto que
0,44 moles de cloroformato de benzila eram adicionados gota
a gota no intervalo de 60 minutos . A mistura permaneceu sob
agitação por mais 10 horas quando então foi extra:Ha 2 vezes
com 100 ml de éter etilico. 0 pH da fase aquosa foi levado
a 2 com HC1 6Neomaterial que precipitou foi filtrado, la
vado com 5gua e seco. Recristalizado de etanol. Os cristais
secos pesaram 64 g (rendimento: 56 %) com P.F. = 128-130° C
(Lit.: P.F. = 135°C, Boissonnas e cols, 1955) R fA = 0,80.
5.23. Na-carbobenzoxi-isoleucina (Z-Ile)
Foi usado o mesmo procedimento descrito para Z -Leu
(secção 5.18) sendo . o produto final usado tambgm na forma de Oleo de-
vido a dificuldade de cristalização. Partindo 30 g (0,23 moi) de
isoleucina foram obtidos 60 g de 3leo (rendimento de 98 % ).





A uma solução de 20 g (0,096 moi) de S-terc-butil-
tiocisteina (secção 5.15) em 144 ml de agua foram adiciona-
dos 40,7 ml de trietilamina e 16,5 ml de terc-butiloxicarbo-
nil azida (Aldrich) dissolvida previamente em 144 ml de dio-
xana. A solução final ficou sob agitação por 24 horas, foi
concentrada para retirar a dioxana e lavada 2 vezes com 50
ml de gter etilico. A fase aquosa foi levada a 0°C e o pH
abaixado cuidadosamente a 2,2 com HC1 6 N . A solução foi ex
traida 3 vezes com acetato de etila. As fases organicas fo-
ram reunidas, lavadas com solução saturada de NaC1 por 3 ve-
zes com 100 ml cada vez, e finalmente secas com sulfato de sg-
dio. Cristalizou de acetato de etila e gter de petrgleo, ob-
tendo-se 23 g com rendimento de 77 %, P.F. = 110-113° C e (a)
= -170,2° (ca 1 % em metanol) (Lit.: 113-115°, Wunsch e Span
genberg, 1971, (a) = -168°
0,90, R fc = 0,82.
em metanol). R fA = 0,70, R
f6
5.25. Solução de HBr 4 N em acido acgtico glacial
0 HBr foi obtido por reação direta de bromo com hi-
droggnio seguindo a descrição de Ruhoff e cols (1943). 0 ici
do assim obtido era borbulhado numa solução de 20 % de fe-
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no] em tetracloreto de carbono, para retirar tragos de Br 2,
resfriado num condensador de gelo seco-51cool para retirar
tragos de tetracloreto de carbono e igua e feito borbulhar
em icido acético glacial seco até atingir a concentração de
' 4 N.
0 5cido acético seco era obtido a partir do produto
comercial refluindo-ocom 20 % de permanganato de potissio
e 5 % de anidrido acético.
Todo eAte pnoceAAo eita executado numa capaa de at-
ta tinagem.
6. Sintese da ocitocina
6.1. Procedimentos gerais de acoplamento
6.1.1. Acoplamento por anidrido misto
0 anidrido misto era preparado seguindo as recomen-
dações de Vaughan e Osato (1952): 1,0 equivalente de cloro-
formato de isobutila (vide secção 5.4) eram adicionados len-
tamente à solução do componente carboxilico (1 equivalente)
e N-metilmorfolina (1,1 equivalentes) sob agitação e mantido
i -15° C por 5 minutos. 0 componente aminico, dissolvido em
DMF e neutralizado com trietilamina, era esfriado a -15 0 C
e adicionado ã mistura anterior sempre com exclusão de umida
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de em todos os passos. A reação era mantida a -15°C por 1
hora e por mais de 4 horas g temperatura ambiente sempre sob
agitação.
6.1.2. Acoplamento por éster ativo
0 componente era dissolvido em dimetilformamida e
o pH acertado a 8 com trietilamina. Sob agitação era adicio-
nado o ester ativo, a mistura era então mantida "a temperatu-
ra ambiente por 48 horas, ap -cis as quais era processada.
6.2. Z-Leu-Gly0Et
48.3 g de Z -Leu (0,18 moi) foram dissolvidos em 1
litro de acetato de etila se- co e preparado o anidrido misto.
0 glicinato de etila foi obtido pelo tratamento de 1 equiva-
lente de glicinato de etila cloridrato com clorofarmio se
co contendo 1,1 equivalente de amania liquida. 0 cloreto de
am5nio foi filtrado e o glicinato de etila obtido por desti-
lagão primeiro do clorofErmio a pressão atmosf -e-rica e depois
do -ester a baixa pressão usando bomba de ale°. 0 ester desti
lado (0,19 mol)foi imediatamente adicionado ao anidrido misto
preparado acima. Terminando a reação apas 3 horas a tempera
tura ambiente, a solução foi lavada com HC1 1 N, bicarbonato
de sadio 5 %, solução saturada de NaC1, 3 vezes cada uma
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com 250 ml em cada vez, A fase orgânica foi seca sob sulfato
de sedio, concentrada e cristalizada pela adição de éter de
petreleo. Foram obtidos 48 g (rendimento: 76 %) de cristais
com P.F. = 100-103° C (a) = -27,0 (ca 1,2 % em etanol).
(Lit.: P.F. = 100-103° C (a) = -27,1 em etanol, Bodanszky e
Du Vigneaud, 1959b), R fA = 0,85 , R fB = 0,95, R fc = 0,90.
6.3. 7-Pro-Leu-Gly0Et
50 g de Z-Leu-Gly-OEt (0,14 moi) foram dissolvidos
em 640 ml de metanol ao qual foram adicionados 12,4 ml de
HC1 concentrado e 16,6 g de carvão paladiado a 5 % (Bragusa-
Tipp E-10 N) e a solução foi mantida sob atmosfera de H 2 ate
negativar a saida de CO 2 e obter um material homogêneo em
eletroforesea pH 5, onde a Leu-Gly0Et.HC1 tem R fA 
= 0,90. A
solução foi filtrada e concentrada ate permanece'r um 'Oleo que
foi suspenso em 200 ml de dimetilformamida e o pH acertado
para 7 com adição de 0,15 equivalentes de trietilamina. Esta
solução foi esfriada a -15 0 C e adicionada, na ausência de umi
dade 5 solução de anidrido misto formada a partir de 39 g
(0,15 moi) de 7 -Pro em 800 ml de acetato de etila seco. Apes
ter ficado 1 hora a -15
o
C e durante a noite ã temperatura am
biente,a solução foi concentrada e triturada com 300 ml bi-
carbonato de sedio a 3,5 % quando o peptideo desejado preci-
pitou sendo lavado no filtro com solução de bicarbonato
de sedio a 5 % (1.000 ml), HC1 1 N (1.000 ml) e 5gua (500 m1).
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Obteve-se um p6 branco pesando 57 g (90 % de rendimento) e
P.F. = 145-148° C (a) = -80,2° (ca. 1,5 em etanol) (Lit. :
P.F. = 151-152°, (a) = -810 em etanol, Bodanszky e Du Vig-
neaud, 1959b). R fA = 0,75, R fB = 0,92 e R fc = 0,86.
6.4. Z-Pro-Leu-G1yNH 2
Num balão de 3 litros de parede reforçada foram con
densados 150 ml de amOnia previamente seca sob s6dio metáli-
co. Uma solução a -40°C de 50 g (0,1 moi) de Z-Pro-Leu-Gly0Et
em 900 ml de metanol seco foi adicionada à am5nia liquida. A
temperatura foi deixada subir a 0°C e o balão fechado por 17
horas. A solução foi concentrada at6 a secura, quando o mel
cristalizou-se. Os cristais foram triturados e lavados com ace
tato de etila. Obteve-se 37 g (rendimento: 80 %) e P.F.
161-164°C, (a) = -72° (ca. 1,5 em etanol) (Lit:: 163-163,5°
C, (a) = 73,3° em etanol, Ressler e Du Vigneaud, 1954). R fA
= 0,54, R fB = 0,73, R fc = 0,74.
6.5. Z-SBz1-Cys-Pro-Leu-GlyNH 2
10 g (0,02 moi) de Z-Pro-Leu-Gly-NH 2 foram dissol-
vidos em 140 ml de metanol e adicionados
ladiado a 5 % e 2 ml de HC1 concentrado.
atmosfera de H
2
 at que o teste para CO
2
2,8 g de carvão pa -
A mistura ficou sob
negativasse e a ele
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troforese em pH 5 fosse homog&nea com R fArg = 0,68. A solu-
ção foi então filtrada, concentrada, suspensa em 70 ml de di
metilformamida e o pH acertado a 7 com trietilamina.
lugao foi esfriada a -15°C e adicionada ã solução de
Esta so
anidri-
do misto de Na-Z.SBzl-Cys 9,1 r(0,026 mol) dissolvidos em
150 ml de clorofOrmio seco e isento de 51cool. A solução
apas 1 hora a -15°C, a temperatura ambiente durante a
noite, foi concentrada, e ressuspensa em clorof6rmio . A fase orgâ-
nica foi lavada com 100 ml bicarbonato 5 % (3 vezes), HC1 1
N (3 vezes) e âgua saturada de NaC1 (2 vezes). A solução foi
concentrada apOs ter sido seca com sulfato de sOdio e crista-
lizou pela adição de acetato de etila. Recristalizado de eta
nol-igua (1:3),foram obtidos 10,79 de um p6 branco, (rendimen
to de 73 %) P.F. = 167-170°C, (a) = 61,2° (ca. 1,2 dimetil
formamida) (Lit.: 170-171° C, (a) = -60° em dimetilformami-
da, Bodanszky e Du Vigneaud, 1959a) R fA = 0,65, R fB = 0,73 ,
R fc = 0,70.
0 mesmo procedimento foi repetido mas preparando-se
o anidrido misto a partir do clorocarbonato de iso-butila
Usando-se a mesma escala de sintese foram obtidos 10 g de um
p6 branco (rendimento de 70 %) com P.F. = 167-170°C.
6.6. Z-SpNBz1Cys-Pro-Leu-GlyNH 2
Foi usado o mesmo procedimento descrito para Z-S8z1-
Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 (secção 6.5) partindo-se de 4 g (0,01 mol)
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
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de Z-Pro-Leu-G1yNH 2 e 5,3 g (0,014 moi) de Z-SpMbzCys obten-
do-se ap6s recristalizacio com 5gua-etanol (1:1) 3,4 g (ren
dimento de 55 %) de um p6 branco com P.F. . 159-161
0 C, (al=
-50,4° (ca. 1,2 em dimetilformamida). (Lit.: P.F. 165-167° C
(a) = 55,4° em dimetilformamida, Sakakibara e cols., 1965 ).
R fA . 0,85, R fB = 0,90, R fc = 0,82.
6.7. Boc-StButio-Cys-Pro-Leu-G1YNH 2
Foi usado o mesmo procedimento descrito para o
Z-S8z1Cys-Pro-Leu-GlyNH 2 (secção 6.5) partindo-se de 8,4
(0,02 moi) de Z-Pro-Leu-G1yNH2 e 7 g de (0,022 moi) de Boc-
g
StBuSCys. Foram obtidos ap3s recristalizacao em etano1:5gua
(1:1) 5,6 g (rendimento de 56 %) de
170-172° C, (a) = - 92,2° (ca. 1,2
= 0,83, R fB = 0,91 , R fc = 0,80.
um pii branco com P. F. =
em dimetilformamida) R fA
6.8. 7-Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-G1yNH 2
15 g (0,02 moi) de 7-SBz1-Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 foram
dissolvidos em 70 ml de cido acético glacial anidro e a es-
ta solução foram adicionados 65 ml de cido bromidrico 4 N
em 5cido acético glacial. Esta mistura ficou sob agitação
por 1 hora apOs a qual foi adicionada lentamente e sob
agitação a 550 ml de éter etilico anidro. 0 precipitado foi
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filtrado, lavado com éter etílico anidro e seco sob pasti-
lhas de hidrOxido de potãssio a vãcuo.
0 brometo do tetrapeptideo apes estar seco foi sus-
penso em 200 ml de metanol, adicionando Dowex-50 na forma de
ON - ate que a solução alcoelica desse reação de brometo4e-
gativa ao nitrato de prata. A resina foi filtrada e lavada
com metanol ate que o teste de ninhidrina fosse negativo. 0
ilcool foi concentrado ate a secura total. 0 Oleo assim for-
mado foi suspenso em 35 ml de dimetilformamida e adicionados
10 g (0,026 mol) de Z-Asn-ONp (secção 5.21). Apes 48 horas
foram adicionados 200 ml de acetato de etila. Filtrado e la-
vado com acetato de etila e cristalizado de metanol a 80 % .
Foram obtidos 13 g de um cristal levemente amarelado (rendi-
mento : 68 %) com P.F. = 208-210°C, (a) = -59,2°

















Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.8. Partindo-se de 3,1 g (0,005 mol) de Z-SpIABz1Cys-Pro-Leu-
GlyNK 2 e 2,8 g (0,0072 mol) de Z-Asn-ONP. Foram obtidos 2,8
g (rendimento de 70 %) de um pa' levemente amarelo com P.F. =
209-212°C e (a) = -63,6° (ca. 0,7 em dimetilformamida) (Lit.
213-214°C, (a) = -51,9° em dimetilformamida (5akakibara e
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cols., 1965) R fA = 0,62, R fB = 0,75, R fc = 0,80.
6.10. 7-Asn-StButioCys-Pro-Leu-GlyNH 2
5,5 g (0,01 moi) de Boc-StButioCys-Pro-Leu-G1yNH 2
(secção 6.7) foram tratados com 40 ml de uma solução de ace-
tato de etila saturada de 1-101 contando 3 ml de anisol. Após
1 hora a temperatura ambiente a solução foi concentrada ate
um terço do volume a temperatura inferior a 30 0 e tratada
com óter etilico seco. 0 precipitado resultante foi filtrado
e lavado no filtro com 'éter etilico anidro e seco a vecuo
sob pastilhas de KOH. 0 tetrapeptideo assim desprotegido foi
suspenso em 12 ml de dimetilformamida, o pH acertado para 8
pela adição de 1,3 ml de trietilamina e 4,1 g (0,012 moi) de
Z-Asn-ONP finamente pulverizado foram adicionados 5 solução.
Após 48 horas foram adicionados 100 ml de acetatO de etila ,
o precipitado filtrado e lavado com acetato de etila. Recris_
talizado de metanol a 80 %, foram obtidos 4,3 g (rendimento:
60 %) de um pó branco com P.F. = 183-185° C e fa) = -63,8°
(ca. 1,2 em dimetilformamida). R fA = 0,50, R fB = 0,76, R fc =
0,75.
6.11. Z-Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu-GlyNH 2
10,5 g (0,014 moi) de 2-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu-G1yNH2
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foram dissolvidos em 110 ml de ácido acético glacial e a es-
ta solução foram acrescidos 110 ml de HBr 4 N em ácido acéti
co glacial ; ApOs 1 hora esta mistura foi gotejada sob agi ta-
cão em 1 litro de Eter anidro. 0 precipitado formado foi fil-
trado e lavado com Eter etilicranidro e seco a vácuo sob
pastilhas de KOH. 0 pentapeptideo desprotegido foi suspenso
em 90 ml de dimetilformamida e o pH acertado a 8 pela adição
de 7 ml de trietilamina. Esta solução foi adicionada ao ani-
drido misto formado a partir de 6,1 g de 7-Gln (0,02 moi). A
reação permaneceu -15 0 C por 1 hora e durante 4 horas i tempe
ratura ambiente guando negativou o ensaio do grupo amino por
ninhidrina. A temperatura foi levada a 0°C e foram acrescen-
tados 5 ml de bicarbonato de potássio 2 N e deixada sob agi-
tação por 30 minutos. A solução foi concentrada e precipita-
da com 150 ml de água. 0 precipitado foi triturado e lavado
com bicarbonato de sédio a 5 %, HC1 1 N e água, seco a vãcuo
e recristalizado de metanol a 80 %. Obteve-se 8,5 g ( rendi-
mento: 70 %) de um p6 branco, com P.F. = 203-205°C, (a) =
-56,1° (ca. 1,2 g em dimetilformamida) (Lit.: P.F. = 202-203°
C ou 210-212°C e (a) = -55
0
 em dimetilformamida, Bodanszky e
Du Vigneaud, 1959b; Bodanszky e cols., 1974) R fA = 0,64, R fB
= 0,77, R fc = 0,72.
6.12. 1-01n-Asn-SptiBz1Cys-Pro-Leu-G1yNN2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
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6.11 partindo-se de 2,8 g (0,0037 moi) de Z-Asn-SpM13z1Cys-
Pro-Leu-G1yNH 2 e 1,56 g (0,0053 moi) de Z -Gin . Foram obti-
dos 2,2 g (rendimento de 68 %) de um p6 branco com P.F. =
210-213°C, [a) 
= 
-54° (ca. 0,4 em dimetilformamida). (Lit. :
P.F. = 208-210°C [a) = -51,3° em dimetilformamida, Sakakiba
ra e cols., 1965). R fA = 0,60, R fB = 0,75 , R fc = 0,70.
6.13. 7-Gln-Asn-StButioCys-Pro-Leu-G1yNH 2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.11 partindo-se de 2 g (0,003 moi) de Z-Asn-StButioCys-Pro-
Leu-G1yNH 2 e 1,2 g (0,0043 moi) de Z-Gin. Foi obtido 1,0
g (rendimento de 41%) de um p6 branco com P.F. - 198-200
0 C
e (a) = -55,8° (ca. 0,7 em dimetilformamida). R fA 
= 0,55
R fB - 0,75 , R fc - 0,67.
6.14. Z-Ile-Gln-Asn-S1321Cys-Pro-Leu-GlyNH 2
8,09 (0,01 moi) de Z-Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu-G1yNH2
foram dissolvidos em 57 ml de 5cido acético glacial e i esta
solução foram adicionados 67 ml de HBr 4 N em ãcido acético
glacial. Apôs 2 horas esta solução foi gotejada sob agitação
a 400 ml de éter etilico anidro. 0 precipitado foi filtrado,
lavado com éter et:Inc° anidro e seco a vãcuo sob pastilhas
de KOH. 0 hexapeptideo assim desprotegido foi suspenso em 50
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ml de dimetilformamida e o pH acertado para 8 com cerca de
1,3 ml de trietilamina. Esta solução foi adicionada i solu-
ção de anidrido misto formada a partir de 3,6 g (0,015 moi)
de Z-Ile. A solução final foi mantida sob agitação a -15°C
por 2 horas e a temperatura ambiente durante a noite. A tem
peratura foi levada a 0 0 0 e adicionados 5 ml de solução de
bicarbonato de potássio 2 N, deixando agitar por 30 minutos.
A solução foi concentrada e precipitada pela adição de 100
ml de água. 0 precipitado foi filtrado, triturado e lavado
com bicarbonato de sódio 5 %, HC1 1 N e água seco a vácuo.
0 pó branco final pesou 8 g (rendimento de 86 %) com P.F. =
222-225°C e (a)= -46,3 (ca. 0,9 em dimetilformamida) (Lit.:
P.F. = 227-229° C com decomposição, (a) = -50° em dimetilfor-
mamida, Bodanszky e Du Vigneaud, 1959b). R fA = 0,58, R fB
0,80, R fc = 0,71.
6.15. Z-Ile-Gln-Asn-SpRz1Cys-Pro-Leu-G1yNH 2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.14. Partindo-se de 1,76 g (0,002 mol) de Z-Gln-Asn-SPBMz1-
Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 e 1,2 g (0,0028 moi) de 1-Ile, obteve-se
1,6 g (rendimento: 80 %) de um pó branco com P.F. = 214-216°
C e [c()= -44,9° (ca. 0,6 em dimetilformamida) (Lit.: P.F. =
217-218°C, (c0= -44,2° em dimetilformamida, Sakakibara e
cols., 1965). R fA = 0,57, R fB = 0,60, R fc = 0,73.
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6.16. Z -Ile-Gln- Asn-St8utioCys-Pro-Leu-G1yNH2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.14. Partindo-se de 1,8 g (0,002 moi) de Z-Gln-Asn-StButio-
Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 e 0,84 g(0,003 moi) de 7-lie, obteve-se
um p6 branco que ap6s ter sido triturado e lavado com aceta
to de etila pesou 0,9 g (rendimento: 60 %) com P.F. = 232-
235 0 C, [a] = -65° (ca. 1 em dimetilformamida). R fA = 0,68,
R fB = 0,63, R fc = 0,67.
6.17. Boc -OBz1Tyr -Ile-Gln-Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-GlyNH2
2,59 (0,0026 moi) de Z - Ile-Gln-Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-
G1yNH 2 foram dissolvidos em 10 ml de HBr 2,5 N em ãcido ace.-
tico glacial. Após 1 hora esta solução foi gotejada sobre 50
ml de &ter etilico anidro e seco a vã-cuo sob pastilhas de
KOH. 0 heptapeptideo assim desprotegido foi dissolvido em
15 ml de dimetilformamida e o pH ajustado a 8 pela adição de
trietilamina. Esta solução foi adicionada i solução de ani-
drido misto formada por 1,4 g (0,0038 moi) de W1Boc-OBz1Tyr
(obtida da Bachem, Co.) mantida a -15°C por 1 hora e duran-
te a noite a temperatura ambiente. A temperatura foi abaixa-




2 N. Após 30 minutos a solução foi concentrada, preci
com ãgua, e o precipitado triturado e lavado com bi-
de sódio, a 5 %, Jcido citric° 5 % em igua e sgco
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a vgcuo. Obteve-se um pi) branco com P.F. = 212-2150C, que re
cristalizado de metanol a80 %,obteve-se 2,8 g (rendimento:
90 %) de um pa- amorfo, P.F. = 219-222°C, (a) = -37,1° (ca. 1
em dimetilformamida) (Lit.: P.F. = 2320 C com decomposição ,
(a) = -35,2° em dimetilformamida, Nestor e cols., 1975). R fA
= 0,62, R fB = 0,60, R fc = 0,65.
6.18. Boc -013z1Tyr -Ile-Gln-Asn-SpM8z1Cys-Pro-Leu-GlyNH2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.17, partindo-se de 3,1 g (0,0031 mol) de Z-Ile-Gln-Asn-
SpMBz1Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 e 1,6 g (0,004 mol) de Boc-08z1Tyr:
Ap5s recristalizaggo do material de metanol a 80 % obte-
ve-se 1,9 g (rendimento: 50,4 %) de um 138 branco amorfo P.F.
= 223-226
o
C, (a) = -33,10 (ca. 0,9 em dimetilformamida). R fA
= 0,59, R fB = 0,60, R fc = 0,67.
6.19. Boc - 08z1Tyr -Ile-Gln-Asn-StButioCys-Pro-Leu-GlyNH 2
Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.17, partindo-se de 0,86 g (0,0009 mol) de 1-Ile-Gln-Asn-
StButioCys-Pro-Leu-GlyNH 2 e 0,39 g (0,001 mol) de Boc-08z1Tyr.i
Apôs recristalização do material de metanol a 80 % obte-
ve-se 0,6 g (rendimento : 57 %) de um p5 branco amorfo P.F.=













2.8 g (0,0024 moi) de Boc-08z1Tyr-Ile-Gln-Asn-SBZ1Cys-
Pro-Leu-G1yNH 2 foram suspensos sob agitação em 28 ml de uma
solução de ácido trifluoroacEtico a 50 % em clorofórmio. Após
30 minutos foi adicionado éter sulfúrico anidro e o precipita
do filtrado, lavado com 'Eter e seco a vácuo sob pastilhas
de KOH. 0 octapeptideo desprotegido foi dissolvido em 15 ml
de dimetilformamida e o pH da solução elevado para 8 pela adi
gão de trietilamina. Esta solução foi adicionada a solução de
anidrido misto formada por 1,2 g (0,0035 moi) de Na -Z-S8z1Cys
mantida a -150 C por 1 hora e durante a noite a temperatura
ambiente. A temperatura foi então abaixada a 00 é e adiciona-
dos 2 ml de bicarbonato de potássio 2 N. Após 30 minutos a so
lução foi concentrada e o óleo residual foi triturado e lava-
do com bicarbonato de sódio 5 %, HC1 1 N e água e seco a vá-
cuo. Após recristalização de metanol a 80 % foram obtidos 3,2
g (rendimento: 97%), P.F. = 233-237°C, (a) = -43,2° (ca. 1,2
em dimetilformamida) (Lit.: P.F. = 239-242°C, (a) = -50,5° em
dimetilformamida, Bodanszky e Du Vigneaud, 1959b). R fA = 0,57,
R fB = 0,62, R fc = 0,40. Análise de amino ácidos após hidróli-
se por HC1 6 N feita a vácuo e na presença de fenol por 72 ho
ras. SBz1Cys : 1,88; Tyr: 1,20; Ile: 0,99; Glu: 0,99; Asp: 1,02;
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Pro: 0,91; Leu: 1,03; Gly: 1,02. A recuperação desta anãlise
foi de 77 %.






Foi usado o mesmo procedimento descrito na secção
6.20, partindo-se de 1,5 g (0,0012 moi) de Boc-08z1Tyr-Ile-
Gln-Asn-SpMBz1Cys-Pro-Leu-G1yNH 2 e 0,9 g (0,0024 moi) de Z-
prez1Cys. A recristalizagio de metanol a 80 % obteve-se
1,4 g (rendimento: 60 %) de um p6 amorfo com P.F. = 239-241°
C, [a) = -37,0
0
 (ca. 1 em dimetilformamida). R fA = 0,60, R fB
0,70, R fc = 0,46. An5lise de amino ãcidos ap6s hidralise
por HC1 6 N feita a vãcuo e na presença de fenol : SBzleys: 1,86;
Tyr: 1,02; Ile: 0,93; Glu: 1,03; Asp: 1,05; Pro: 0,98; Leu :
1,01, Gly: 0,99. A recuperação desta anãlise forde 79 %.
6.22. Boc - StButioCys-Tyr-Ile-Gln-Asn-StButioCys-Pro-Leu-
GlyNH 2 (Boc-(S-t-ButioCysi ' 6 )ocitocina)
Foi usando o mesmo procedimento descrito na secção
6.20 com exceção da desproteção do octapeptideo, que foi
feita por HBr 2,5 N em 5cido ac -ético glacial por 1 hora e
precipitado por éter anidro, retirando-se desse modo as pro
tegdes dos grupos amino e fen6lico da tirosina. Partindo-se
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de 0,781 g (0,0006 moi) de Boc-08z1Tyr-Ile-Gln-Asn-StButioCys-Pro-
Leu-G1yNH 2 , 0,3 g (0,0009 moi) de Boc-StButioCys e ap6s re -
cristalização de metanol 80 % obteve-se 0,59 g (rendimento :
70 %) de um p6 amorfo com P.F. = 220-223° C e (al = -62,3°
(ca. 1 em dimetilformamida). R
fA 
= 0,55, R fB = 0,70 , R fc =
0,68. An5lise de amino cidos ap6s hidralise por 1-IC1 6 N fel
ta a v5cuo e na presença de fenol: Tyr: 1,07; Ile: 1,02; Glw
0,94; Asp: 0,91; Pro: 1,09; Leu: 0,99; Gly: 0,98. A recupera
gão desta anglise foi de 84 %. Outra anglise de amino 5cidos
foi feita ap6s hidr6lise de 24 horas por icido perf6rmico e
HBr obtendo-se : 5cido cistgico: 1,92, Ile: 0,97; Glu: 1,07;
Asp: 1,00; Pro: 1,18; Leu: 0,96; Gly: 0,91.
6.23. Z-Asn-S8z1Cys-OMe
21,7 g (0,083 moi) de SBz1Cys-OMe. HC1 'foram dissol
vidos em 100 ml de dimetilformamida e o pH elevado a 8 pela
adição de 1,25 ml de trietilamina, separando-se por filtra-
ção o sal formado; 25,6 g (0,067 moi) de Z-Asn-ONP finamente
pulverizados foram adicionados ao filtrado que ficou sob agi
tagao por duas horas. Formou-se uma massa viscosa que foi
triturada e lavada com cerca de 1 litro de 5gua e 200 ml de
acetona. 0 material assim obtido foi suspenso em 140 ml de
piridina a quente e adicionado a 1.000 ml de água fervente .
Ap6s uma noite na geladeira filtraram-se os cristais forma-
dos, lavados com 5gua e secos. Obteve-se 249 (rendimento :
52
76,2 %) com P.F. - 198-201°C e (a) = -31,5
o 
(ca. 1,03 em pi-
ridina) (Lit.: P.F. = 199-201°C e (u)= -31,5° em piridina ,
Boissonnas e cols., 1955). R fA = 0,85; R fB - 0,90; R fc =0,85.
6.24. Z-fln-Asn-S8z1Cys-OMe
4 g (0,008 moi) de Z-Asn-S8z1Cys-OMe foram dissol-
vidos em 11 ml de ácido acético glacial e 15 ml de HBr 4,2
N em 5cido acético glacial. Após 1 hora a solução foi concen
trada no rota-vapor, e adicionados 50 ml de dgua. A fase
aquosa foi lavada 3 vezes com 50 ml de éter etilico, concen-
trado no rota -vapor e liofilizado. 0 dipeptideo desprotegido
foi suspenso em 30 ml de dimetilformamida e o pH acertado pa
ra 7 pela adição de 2 ml de N-metilmorfolina. Esta solução
foi adicionada a- solugãode anidrido misto formada a partir de
2,8 g (0,01 mol) de Z-Gln mantida a -15°C por 1 hora e duran-
te a noite a temperatura ambiente. A solução final foi con-
centrada e triturada com HC1 1 N, bicarbonato de sódio a 5 %
e água. 0 precipitado foi suspenso em 50 ml de ácido acético
glacial fervente e adicionado a 50 ml de água também ferven-
te. Foram filtrados 3,7 g (rendimento: 70 %) de cristais
P.F. = 234-238°C, (a) = -38,1 (ca. 1,05 em acido acético
cial) (Lit.: P.F. 239
o






cial, Boissonnas e cols., 1955). R fA = 0,76; R fB = 0,86; R fc
= 0,84.
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6.25. 7-61n-Asn-S8z1CysN2 H 3
3,5 g (0,006 mol) de Z-Gln-Asn-S8z1Cys0Me foram sus
pensos em 100 ml de metanol e adicionados 7 ml de hidrazina
monohidrato. A mistura foi mantida em refluxo por'3 horas .
Apas o resfriamento a hidrazida do peptide° foi precipitada
pela adição de 40 ml de água. 0 precipitado foi filtrado e
lavado extensivamente com água atg sair toda hidrazina. Ap6s
secagem a vácuo obteve-se 3,2 g (rendimento; 94 %), de um






4,5 g (0,18 mol) de Tyr-OEt.HC1 foram suspensos em
150 ml de dimetilformamida e o pH da solução foi elevado a 8
pela adição de 24,4 ml de trietilamina. Esta solução foi adi
cionada 5 solução de anidrido misto formada a -15
o 
C por 60,2
g (0,18 mol) de Z-S8z1Cys em 800 ml acetato de etila. A mis-
tura foi mantida sob agitação por 1 hora a -15° C e por 3 ho
ras ã temperatura ambiente. A solução foi lavada 3 vezes com
200 ml de bicarbonato de sadio 5 %, HC1 1 N e água saturada
de cloreto de sadio. Apas secagem sob sulfato de sgdio ani-
dro foi concentrada e cristalizada pela adição de &ter de pe
traleo. Obteve-se
P.F. = 99-102° C.
78 g (rendimento: 83 %) de um pa amorfo com




78 g (0,14 moi) de Z-S8z1Cys-Tyr-OEt foram dissolvi
dos em 170 ml de metanol e adicionados 440 ml de NaOH 1 N a
0 0 C . A solução foi deixada agitando por 30 minutos a esta tem
peratura e por 1 hora a temperatura ambiente. A temperatura
foi abaixada novamente para 0 0 C e o pH ajustado a 2 pela
adição de HC1 6 N. Forma-se então um intenso precipitado que
é filtrado e recristalizado de metanol- -igua 50 %. Obteve-se
64 g (rendimento: 90 %) com P.F. = 196-199° C, (a) = +4° (ca.
2,1 em NaOH 1 N). (Lit.: P.F. = 198-200° C, (a) = +5,45
0
 em
NaOH 1 N), Boissonas e cols., 1955).
6.28. Z -SBz1Cy5-Tyr-IleOtBut
10,0 g (0,053 moi) de IleOtBut (sintese descrita na
secção 5.12) foram dissolvidos em 250 ml de dimetilformamida
e adicionados à solução de anidrido misto (ã -15° C) prepara
da a partir de 27,1 g (0,053 moi) de Z-S8z1Cys-Tyr em 150 ml
de dimetilformamida. Ap6s 1 hora a -15° C e 5 horas a tempe-
ratura ambiente a solução foi concentrada até a secura, sus-
pensa em 300 ml acetato de etila e a fase orgânica lavada com
bicarbonato de sadio 5 %, HC1 0,5 N gelado, pigua saturada de
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NaC1 e seca sob sulfato de sódio. Após concentração e adição
de éter de petróleo obteve-se um pa branco com
mento: 79 %) e P.F. = 110-113° C, Ca) = -29,7°











35 g (0,05 mol) de Z-S8z1Cys-Tyr-IleOtBut foram sus
pensos em 500 ml de acetato de etila anidro saturado de RC]
(cerca de 4 N) ficando sob agitação mecânica por 5 horas. A
solução foi concentrada e o peptide° precipitado pela adição
de 500 ml de 5 -ter etilico anidro. Após recristalizagão de me
tanol-âgua (1.1) foram obtidos 23,5 g (rendimento: 72 %) de
um pó branco cristalino com P.F. = 181-183° C, (a) = -26°
(ca. 1 em acetona). (Lit.: P.F. = 180-182° C, (a) = -29° em
acetona, Beyerman e cols., 1959). R fA = 0,92, R fB = 0,98 ,
R fc = 0,74, Rt.!) = 0,85.
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6.30. Z -S8z1Cys - Tyr - I1e-G1n-Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-G1yNH2
1,6 . .
(Z- SBz1Cys ocitocina)
6.30.1. A partir dos fragmentos Z-S13z1Cys-Tyr e
Ile-Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu-GlyNH2
2,0 g (0,0021 moi) de Z-Ile-Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-
Leu-G1yNH 2 foram tratados com HBr em ácido acótico como des-
crito na secção 6.17 e após terem sido dissolvidos em 10 ml
de dimetilformamida o pH
Esta solução foi reunida
tir de 1,6 g (0,003 moi)
foi ajustado a 8 com trietilamina .
a de anidrido misto preparada a par
de Z-S8z1Cys-Tyr e mantida a -15° C
por 2 horas e por mais 3 horas a temperatura ambiente. A so-
lução foi então concentrada e triturada com acetato de etila
e lavada no filtro com 200 ml do mesmo solvente. Após seca-
gem a vdcuo, o precipitado foi suspenso em 20 ml de dimetil-
formamida e adicionado a 50 ml de água gelada. Após ficar 2
horas na geladeira o precipitado foi filtrado e lavado com
água. Peso 1,7 g (rendimento: 65 %), P.F. = 232-235° C, Cal=
-47° (ca. 0,9 em dimetilformamida). (Comparação com literatu
ra vide secção 60.30.2) . R fA = 0,68, R fB = 0,70, R fc = 0,52.
Análise de amino ácidos após hidrólise por HC1 6 N, a vácuo
e na presença de fenol por 72 horas SBz1Cys: 2,02; Tyr: 1,20;
Ile: 1,13; Glu: 0,95; Asp: 0,94; Pro: 0,85; Leu: 0,94; Gly :
0,93. A recuperação desta análise foi de 82 %.
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6.30.2. A partir dos fragmentos Z-S8z1Cys-Tyr-Ile
e Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu-GlyNH 2
14 g (0,016 mol) de Z-Gln-Asn-S8z1Cys-Pro-Leu -G1yNH2
foram tratados com HBr em ácido acático como descrito na sec
cão 6.14 e ap6s terem sido dissolvidos em 100 ml de dimetil-
formamida e o pH ajustado a 8 com trietilamina foram reuni-
das a solução de anidrido misto preparado a partir de 10,3 g
(0,016 moi) de Z-S8z1Cys-Tyr-Ile e mantida a -10° por 2 ho-
ras e por 3 horas a temperatura ambiente. A esta solução fo-
ram adicionados mais 0,005 moi do anidrido misto mantendo a
-15 0 C por mais 1 hora e a temperatura ambiente durante a
noite. A solução foi então concentrada, triturada e lavada
(200 ml) com acetato de etila. Ap6s reprecipitada de dimetil
formamida-água obteve-se 13,1 g de um p6 levemente amarelado com
P.F. = 238-240° C, (a) = -48° (ca. 0,8 em dimetilformamida).
(Lit.: P.F. = 243-245° C, (a) = -50,5
Bodanszky e Du Vigneaud, 1959; P.F. =
dimetilformamida, Boissonnas e cols.,
no ácidos ap6s hidr6lise por HC1 6 N,
de fenol por 72 horas: SBzleys: 2,04;
Glu: 0,98; Asp: 1,01; Pro: 1,00; Leu:
em dimetilformamida ,
241° C, (a) = -43° em
1955). Análise de ami-
a vácuo, na presença
Tyr: 0,96; Ile: 0,90;
0,96; Gly: 1,03.
6.31. Z-Gln-Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-GlyNH 2 a partir dos
fragmentos Z-G1n-Asn-S8z1Cys-N3 e Pro-Leu-G1yNH 2
0,45 g (0,0075 moi) de Z-Gln-Asn-S8z1Cys-N2H 2 foram
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dissolvidos em 20 ml de dimetilformamida e acrescentado 0,85
ml de uma solução 3,57 N (0,003 equivalentes) de HClemdioxona
e a temperatura equilibrada a 15 0 C. A seguir foram adiciona
dos 0,12 ml (0,0008 mol) de nitrito de isoamila ( preparado
como descrito para o nitrito de amila, Vogel, 1978). Ap6s 40
minutos sob agitação 0,001 mol de Pro-Leu-G1yNH 2 dissolvidos
em 2 ml de dimetilformamida,e preparado como descrito no item
6.5 foram adicionados a solução e o pH acertado a 8 com trie
tilamina. A mistura de reação foi mantida entre 2-40 C por
48 horas e neste period() o pH era mantido em 8 por pequenas




horas à temperatura ambiente. A solução foi concentra
a secura e o residuo triturado e lavado com NaHCO 3
HC1 0,5 N e agua. 0 precipitado foi cristalizado de
metanol 80 % e obteve-se 87 mg (rendimento: 13 %) de um P 6
branco com P.F. 238-240° C. Analise de amino acidos deste
material mostrou uma relação de 0,034 mol de Gly , Leu e Pro
para 0,101 mol de Glu, Asp e SBz1Cys indicando que o acopla-
mento, se houve foi muito mal.
A mesma reação foi tentada isolando a azida e os re
sultados foram identicos aos descritos acima neste item.
7. Ocitocina
7.1. Desproteção do grupo SN pela tri-n-butilfosfina
44 mg (34,4 moles) de Boc-(StButioCysi'6)-ocitocina
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foram dissolvidos em 10 ml de uma solução 
de ácido trifluora
cgtico em clorofórmio (8:2) e após 1 hora a 
mesma foi concen
trada e o residuo oleoso suspenso em 10 ml de 
n-propanol-água
(1:1) e o pH desta solução acertado para 8. 
Sob atmosfera de
foram adicionados a esta solução 0,1 ml de 
tri-n-butilfos
fina e após 48 horas o volume foi levado a 
150 ml pela adi-
ção de água desaerada e borbulhado ar por 
20 horas. Após es-
te periodo o teste qualitativo de 
nitroprussiato não indicou
mais a presença de SH livre e então o pH 
foi acertado para
4. A atividade biológica desta solução foi 
determinada em
ótero isolado de rata, que comparada com um 
padrão obtido do
National Institute for Biological Standards and 
Controls
Londres, mostrou ter 9680 UI o que corresponde 
a 220 UI/mg de
peptideo protegido.
7.2. Desproteção por sódio em amônia 
liquida
7.2.1. Pelo método de extração de Nesvadba e Roth
Foi construido um equipamento de vidro 
como descri-
to por Nesvadba e Roth (1967) e mostrado 
na Figura 6. No ba-
lão A eram coletados cerca de 300 ml de amônia 
e adicionado
Na metálico até se conseguir cor azul 
permanente. A seguir
o tubo com KOH B era substituido por uma 
rolha e a torneira
C girada para dar passagem ã amônia seca que ia se 
condensar
em H resfriada por gelo seco -acetona e 
coletada no balão E
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FiguAxt 6. Equipamento para redugio com Na em amônia liquida
pelo mgtodo de extração descrito por Nesvadba e
Roth (1967).
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também mantido em gelo seco -acetona . 0 peptideo ( de 0,2 a
0,5 g) era dissolvido na amônia colocando-o na sistema atra-
yes da boca F. Pequenas lascas de sódio limpas e cortadas sob
xilol seco eram introduzidas pela boca G ficando so
bre a placa porosa. Deixando-se a amônia refluir, esta con-
densando em H caia sobre o sódio solubilizando-o e esta solu
cão gotejava para dentro do balão E mantendo-a sob agitação
com barra magnética revestida de vidro.
A solução era gotejada ate ficar azul por 15 segun-
dos, quando o refluxo era interrompido, abaixando-se rapida-
mente a temperatura do balão E e adicionado-se ao mesmo 1 a
2 ml de icido acético seco.
A amónia era então evaporada em atmosfera de N 2 se-
ca mantendo o balão E num banho de igua aquecido por resis-_




0 residuo resultante era suspenso em 25.0 ml de égua
previamente desaerada e o pH acertado a 6,8 pela adição de
écido acético. A solução era então mantida sob agitação en-
quanto se fazia borbulhar ar através de uma bomba de aquério.
Após 20 a 24 horas o teste de SH livres, pelo nitroprussiato
era negativo; o pH foi acertado para 4 e a solução filtrada. Em
virias reduções do nonapeptideo protegido Z-(SE3z1Cysi ' 6 )-oci
tocina, usando este sistema obtivemos de 80 a 200 UI por pmol
de peptideo protegido.
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7.2.2. Pelo mitodo de extração adaptado a bureta
Cerca de 1,5 1 de amônia era seca sob sódio meta-1i -
co e destilada para um balão de 3 litros provido de trEs bo-
cas. Na boca central era então montado o sistema de extração
adaptado a bureta como mostra a Figura 7. 0 peptide° (de 1 a
5 g) era colocado no balão de 3 litros e sob agitação a amô-
nia era deixada refluir e o sódio colocado sobre a placa po-
rosa pela boca Gera então dissolvido pela amônia condensa-
da em H. AtravEs da torneira T deixava-se gotejar a solução
de sódio em amônia liquida para o balão atE se obter cor azul
permanente (15 segundos) como se fosse uma titulação. Atingi
do o ponto de viragem, eram adicionados 3 ml de acido acéti-
co glacial seco, a amônia evaporada e o restante processado
como descrito no item 7.2.2. acima. Com este processo obtive




7.3. Purificação da ocitocina
7.3.1. Distribuição em contra-corrente
0,76 g do nonapeptideo Z-CS6z1Cys 1 ' 6 locitocina foi
reduzido, a ponte dissulfeto formada como descrito no item




Figuim 7. Equipamento para redução com Na em amônia liquida
pelo mé-todo de extração adaptado i bureta.
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lizada. 0 pó obtido foi suspenso na fase inferior do sistema
de solventes formado por n-butanol (2) : n-propanol (1) :
ácido acótico 0,05 % (3) filtrado e aplicado nos 6 primeiros
tubos no aparelho para distribuição em contra-corrente. Após




pelo reativo de Pauly. Após concentração e liofili-
fração C, pesou 170 mg e apresentou 470
A pesou 65 mg com atividade de 23 UI/mg
± 8 UI/mg
e a fração
B intermediária pesou 51 mg com atividade de 280 UI/mg.
7.3.2. Caracterização das frações obtidas
7.3.2.1. Análise de amino ácidos
Aliquotas das frações A e C obtidas da distribuição
em contra corrente foram submetidas i hidrólise por HC1 6 N
a vácuo na presença de fenol e submetidas a análise de amino
ácidos. Obteve-se os seguintes resultados:
Fração A: Cys: 1,91; Tyr: 0,93; Ile: 0,91; Glu: 1,08;
Asp: 1,07; Pro: 1,05; Leu: 1,00; Gly: 1,04. Recuperação des-
ta análise foi 92,7 %.
Fração C: Cys: 1,88 ; Tyr: 0,92; Ile: 0,87; Glu :
1,07; Asp: 1,12; Pro: 1,12; Leu: 0,93; Gly: 1,08. Recupera






















Figuta 8. Perfil da 
distribuição contra-corrente da 
ocitoci-
na em 
n-butanol:n-propanol:Scido acético 0,05 %
(2:1:3) e revelado pelo reativo 
de Pauly.
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7.3.2.2. Espectro Raman excitado por laser
Os espectros Raman excitado por laser foram obtidos
no Instituto de Quimica da Universidade de Sic) Paulo, Depar-
tamento de Quimica Org5nica, num espectriimetro Raman Laser ,
Jarrell Ash, mocielo 25300 em pastilhas sblidas. A excitação
foi feita em 514,5 nm com uma pot&ncia de 100 mWatts.
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III. RESULTADOS
1. Síntese dos intermedi5rios
0 cloroformato de benzila para a
bobenzoxi amino 5cidos e os cloroformatos
butila para as reações de acoplamento por
síntese dos Na-car_
de isobutila e sec-
anidrido misto fo-
ram obtidos a partir da reação dos respectivas álcoois com o
fosgenio, o qual foi gerado a partir de 61eum a 45% e tetra-
cloreto de carbono. Os produtos finais e os rendimentos obti
dos são compar5veis aos descritos na literatura.
A p-metoxibenzil-cisteina foi obtida como a benzil-
cisteina pela reação do cloreto de p-metoxibenzila após
gao da cisteina por sódio em amônia liquida. Enquanto o
redu_
clo-
reto de benzila foi obtido no comércio, o cloreto de p-meto-
xibenzila foi obtido a partir do aldeido correspondente.
A terc-butilmercaptana necess5ria pra obtenção da
S-terc-butil-cisteina foi obtida a partir do brometo de terc-
butila e tioureia com posterior digestão por KOH 10 N. 0 bro
meto de terc-butila, por outro lado foi obtido a partir do
51cool correspondente seguindo a rota clãssica de obtenção
dos haletos de alquila.
Os ésteres etilicos da glicina e tirosina foram ob-
tidos borbulhando HC1 anidro e posterior destilação azeotró-
pica da 5gua e 51cool na presença de benzeno. 0 ester terc-
butilico da isoleucina foi obtido a partir de isobutileno o
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qual foi gerado por desidratação do Ilcool terc-butilico.
O HBr anidro necess5rio para obter a solução de HBr






2. Comparação entre as protegees do grupo SH da cisteina
A sequencia da ocitocina para este estudo foi obti-
da acoplando-se em solução um a um os amino ãcidos seguindo
o esquema apresentado na Figura 9 para a proteção benzila do
grupo SH. As sinteses com as protegdes p-metoxibenzila e S-
terc-butilmercaptana seguiram esquemas idênticos, com exce-
ção para este Ultimo em que o a-amino grupo da cisteina foi
protegido por Boc e a hidroxila da tirosina desprotegida an-
tes de receber o último resíduo.
Os acoplamentos foram feitos pelo metodd do anidrido
misto (Vaughan e Osato, 1952) a partir dos amino cidos pro-
tegidos e do clorocarbonato de isobutila. A única exceção
foi o acoplamento da Z-asparagina que foi realizado pelo meto -
do do ester ativo, e para tanto preparamos o ester para-ni
trofenilico deste amino ãcido segundo Bodanszkye Du Vigneaud
(1962).
A Tabela II resume as propriedades físicas dos fra2
mentos obtidos comparando-os com a literatura. H5 concordân-
cia razoãvel entre os valores aqui obtidos de ponto de fusão
e poder rotaterio com exceção do ponto de fusão da Boc-
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Figuka 9. Esquema de sintese do nonapeptideo protegido com
benzila no grupo SH.
A.M. = anidrido misto
E.A. = ester ativo
TABELA II



















(170-171) (-60) (165-167) (-55,4)
Z4sn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 208-210 -59,2 209-212 -63,6 183-185 -63,8
(211-213) (-60) (213-214) (-51,9)
ZG1n-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 203-205 -56,1 210-213 -54,0 198-200 -55,8
(202-203) (-55) (208-210) (-51,3)
ZIle-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 222-225 -46,3 214-216 -44,9 232-235 -65,0
(227-229) (-50) (227-229) (-50,0)
Boc-08z1Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro- 219- 22 2 -37,1 223-226 -33,1 215-220 -31,1
Leu-Gly-NH2 (232 dec) (-35,2)
ZCys-OBz1Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro- 233-237 -43,2 239-241 -37,0 220-223e -62,3e
Leu-Gly-NH2
aos P. Fusão são em °C, °O poder rotat6rio dos trEs primeiros compostos foram feitos em etanol, e os demais em
dimetilformamida. c Os valores entre parênteses são da literatura (Bodanszky e cols., 1974; e Sakakibara e cols.,
1965). dA proteção do a-amino grupo foi Boc. eA tirosina está desprotegida e a proteção a-amino foi Boc.
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013z1Tyr-Ile-Gln-Asn-SEiz1Cys-Pro-Leu- G1yNH 2 .
0 tratamento dos peptideos por s6dio em amOnia li-
quida foi feito pelo método de extração adaptado a bureta de
vido i facilidade de se controlar a adição de sédio e a me-
lhor reprodutibilidadk dos resultados.
A Tabela III mostra os resultados obtidos na forma
de atividade ocitécica da solução final sobre o aero isola-









-06z1Tyr 2 )-ocitocina foram re-
duzidas por sadio em amOnia liquida nas escalas de 5,0 mg e
de 1 a 1,5 g cada uma delas, enquanto que a Boc-CS-t-Butio -
Cys 1 '6 3-ocitocina foi reduzida por tri-n-butilfosfina na es-
cala de 50 mg somente, como descrito no item 7.1 da secção de
Materiais e Métodos. Os resultados obtidos não diferem signi
ficativamente entre si nem quanto às proteOes nem quanto 5
escala de redução utilizadas.
3. Estudo de algumas estratégias de síntese
A proteção benzila do grupo SH da cisteina foi es-
colhida para efetuarmos as sínteses por diferentes estraté-
gias e o método do anidrido misto foi usado nos acoplamentos
para preparar os v5rios fragmentos, com exceção da entrada




Atividade sobre o Gtero isolado de rata das ocitocinas obti-




Z-(S8z1Cys 1 '6 -08z1Tyr 2l-ocitocina








Cada valor representa a média de pelo menos três prepara-
ções de ocitocina. 0 desvio padrgo destes valores incluin-
do o da determinação da atividade biolégica e de 10 %.
Escala de redução de 50 mg.
c 
Escala de redugao de 1 a 1,5 g.
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3.1. Estratégia de síntese do hexapeptideo C -terminal :
Gln-Asn-Cys + Pro-Leu-G1yNH 2
Foram sintetizados três fragmentos com tris residu-
os em cada um, cujas caracteristicas e os métodos de obten-
ção foram descritos acima. Virias tentativas de se acoplar
o fragmento Gln-Asn-Cys ao Pro-Leu-G1yNH2 pelo método da azi
da foram infrutíferos. Em vista destes resultados a estratg
gia de se acoplar três fragmentos com três resíduos cada um
3+(3+3) foi abandonada e o hexapeptideo foi obtido por aco-
plamentos sucessivos.
3.2. Estratggia de sintese do nonapeptideo: Cys-Tyr-Ile+
Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-G1yNH2 (3 + 6)
0 hexapeptideo C -terminal foi sintetiz;do acoplando
um a um cada residuo a partir da glicina, enquanto que o tri
peptide° N-terminal,também sintetizado um a um, foi iniciado
pela cisteina. Em diversas sinteses do hexapeptideo em esca-
las que variaram de 0,001 a 0,2 moi o rendimento dos acopla-
mentos dos resíduos leucil e prolil foi de 80%, enquanto o
cisteinil, asparaginil e glutamil foi 65 a 70%. Na sintese
do tripeptideo dentro da mesma escala o rendimento por resí-
duo foi de 75-85%. 0 acoplamento do tripeptideo ao hexapepti
deo teve rendimentos de 65-70%, e como mostra a Tabela IV ,
1,6







)-ocitocina obtida por duas estratégias de sintese




(3 + 6) 238-240
-430
310








Ponto de fusão em °C
C.
ci
Poder rotatório em dimetilformamida
Escala de redução 1 a 5 g
Bodansky e Du Vigneaud (1959b), os valores da atividade
ocitócica variam com a quantidade reduzida em Na/NH 3 liqui
da
e Boissonnas e cols (1955)
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ticas físicas comparãveis a da literatura, assim como a ati-
vidade biológica da ocitocina proveniente deste material.
3.3. Estrategia de sintese do nonapeptideo: Cys-Tyr 4.
Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-G1yNH2 (2 + 7)
0 heptapeptideo foi obtido tambem por acoplamentos
sucessivos de cada residuo e a sintese completada pela entra_
da do dipeptideo N-terminal com rendimentos que variaram de
60-70%. A Tabela IV mostra as caracteristicas fisicas da 7-
(SBz1Cy51 ' 6 3-ocitocina por esta estrategia de sintese e a
atividade biológica da ocitocina obtida deste material.
3.4. Comparação de duas técnicas de redução por sódio em
amônia liquida
0 nonapeptideo Z-[S6z1Cys1,6 ]-ocitocina foi des-
protegido por sódio em amônia liquida utilizando-se o metodo
de extração do sódio seguindo a técnica descrita por Nesvad-
ba e Roth (1967) e partindo de 0,2 a 0,5 g da Z-(S13z1Cys" 6l-
ocitocina obtivemos solugóes de ocitocina com atividades que
variaram de 80 a 200 UI por pmol de Z-(513z1Cys1 ' 6 )-ocitocina.
Utilizando, por outro lado, o mesmo método de extração adap-
tado 5' bureta e partindo de 1 at 5 g de Z-(513z1Cysi'6l-oci-
tocina obtivemos apes a aeragão soluções de ocitocina
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atividade de 300 a 320 UI por pmol de Z-(S13z1Cysi ' 6 )-ocitoci
na.
3.5. Separação das ocitocinas monomerica e dim-erica por
distribuição contra -corrente.
A Figura 8 mostra o perfil da distribuição contra-
corrente nossistemas n-butanol:n-propanol:acido acetico-0,05%
(2:1:3). A fração C tem atividade ocit6cica de (470 VIM) e anã
use de amino ácidos (vide item 7.3.2.1) compativeis com a
ocitocina monomerica, enquanto
ocitecica (23 UI/mg) e analise
com ocitocina dimerica.
que a fração A tem atividade
de amino ácidos compativeis
3.6. Espectro Raman excitado por laser
A fim de melhor caracterizar as ocitocinas nas for-
mas monomerica e dimérica obtivemos o espectro Raman exci-
tado por laser em estado sólido das frações C e A._ _
Os espectros obtidos são mostradas na Figura 10 pa-
ra a fração C, e na Figura 11 para a fração A. 0 espectro ob
tido com a fração C apresenta todas as bandas descritas por
Tu e cols (1978) para a ocitocina monomerica. 0 espectro da
1700 1 500 1300 1100
(nm)
900
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FiguAa 11. Espectro Raman laser da ocitocina dimgrica
700 500
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fração A apresenta também as mesmas bandas, porém com 1200
a 1300 nm, correspondente a banda amida III, relacionada a
conformação da cadeia peptidica (Tu e cols, 1978). Estes re-
sultados, portanto,
cina monomérica e a
confirman que a fração C contém a ocito-_
fragão A a dim-erica.
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IV - DISCUSSÃO
Estabelecemos na execução deste trabalho algumas
condições essenciais para a sintese de peptideos em solução
partindo de produto mais simples e de mais fácil acesso em
nosso meio e assim nos foi possivel obter os Na-carbobenzoxi
amino ácidos, os esteres da glicina, tirosina e isoleucina e
três proteções para o grupo sulfidrila da cisteina, isto 6,
a benzila, p-metoxibenzila e a terc-butilmercaptana. Os ami-
no ácidos protegidos, prontos para os acoplamentos, apresen-
taram caracteristicas físicas comparáveis is descritas na li
teratura.
Utilizamos em todos acoplamentos o mitodo do ani-
drido misto, com excessão do acoplamento da asparagina, pois
ocorre a formação de nitrila na carboxila S. Embora a mesma
reação possa ocorrer com a glutamina, mas em menpr escala ,
não nos impediu de utilizar este método para obter os frag-
mentos contendo este residuo. Assim os hexapeptideos Z-Gln-
Asn-SBz1Cys-Pro-Leu-GlyNH2 e Z-Gln-Asn-SpMBz1Cys-Pro-Leu-
G1yNH 2 e o tripeptideo Z-Gln-Asn-SBz1Cys-OMe foram obtidos
pela adição da Z-Gln utilizando o metodo do anidrido misto e
os produtos finais tiveram caracteristicas físicas e rendi-
mentos comparáveis aos descritos na literatura (Bodansky e
Du vigneaud, 1959b, Sakakibara e cols, 1965, Boissonnas e
cols. 1955).
A SBz1Cys foi acoplada ao tripeptideo Pro -Leu-
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G1yNH2 utilizando tantoocloroformato de isobutila quanto o
de sec-butila e ambos os procedimentos tiveram rendimentos
compar5veis e ao redor de 70%. 0 acoplamento por anidrido
misto ao grupo amino da prolina facilita a reação colateral
de desproporcionamento, na qual ocorre acilagão da prolina
bloqueando o crescimento posterior do peptideo (Meienhofer
1979). Se esta reação colateral ocorreu em nossas sinteses
o produto formado deve ter sido removido pela cristalização
do tetrapeptideo Z-S6z1-Cys-Pro-Leu-G1yNH2 de acetato de eti
la e/ou etanol-dgua.
Em conclusão o metodo de acoplamento por anidrido
misto se mostrou eficiente em nossas condigiies e bastante
conveniente pois o produto final foi facilmente isolado e
alem disso o cloroformato de isobutila necess5rio foi obtido
a partir de fosgenio e alcool isobutilico com rendimento ao
redor de 70%.
Sintetizamos a sequência da ocitocina adicionando
um a um os res .-I- duos empregando tries proteções diferentes pa-
ra o grupo SH da cisteina. Cada um dos fragmentos obtidos
com as proteOes benzila e p-metoxibenzila tiveram caracte-
risticas fisicas compar5veis com as descritas na literatura
(Tabela II), com exceção do ponto de fusão da Boc-013z1Tyr-
Ile-Gly-Asn-S6z1Cys-Pro-Leu-GlyNH2 e a origem da discrepân-
cia não pudemos localizar. A síntese da ocitocina com a S-
terc-butiltiocisteina ocorreu com rendimentos compar5veis 5s
outras duas proteções e o nonapeptideo final apresentou-se
homogéneo ã cromatografia em camada delgada e na an5lise de
82
amino "Scidos. Algm disso não tivemos nenhuma indicação de
desproteção do grupo sulfidrila durante tOdas as operações
de sintese.
Os nonapeptideos Z-(SBz1Cys 1 '6 -08z1Tyr 2 1 -ocitocina
e Z-(SpMBz1 -Cysi ' 6 -08z1Tyr 2)-ocitocina, foram reduzidos por
s5dio em amônia liquida utilizando a técnica de extração a-
daptada a bureta nas escalas de 50 mg e 1 a 1,5 g, obtendo-
se resultados compariveis (Tabela III).
Bodanszky e Du Vigneaud (1959b) utilizando a prote-
ção benzila no grupo sulfidrila obtiveram produtos com 330-
400 UI/pmol quando reduziam por Na em amônia liquida 50 mg
do nonapeptideo protegido e 172 UI/pmol quando reduziam 1,3
g. Sakakibara e cols (1965) usando a proteção p-metoxibenzi-
la obtiveram um produto com 340 UI/pmol reduzindo 100 mg por
sadio em amônia liquida e 267 UI/pmol reduzindo 1 g.
A comparação dos nossos resultados (Tabela III) com
os obtidos por Bodanszky e Du Vigneaud com a proteção benzi -
la na sulfidrila mostra que os nossos valores na escala de
50 mg são ligeiramente menores. Em parte esta diferença pode
ser devida ao fato destes autores utilizarem a atividade va-
sopressora da ocitocina em aves para determinarem a ativida
de biol5gica. Jã na escala de 1 a 1,5 g os nossos valores são
significativamente mais altos e esta diferença talvez seja
pelo fato de em nossas reduções o processo de adição de sá-
dio ser melhor controlado Palo uso do método de extração adap
tado a bureta em comparação com a destes autores que adicionaram
o Na envolto em capilar de vidro.
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A comparação dos resultados da Tabela III referen-
tes a proteção p-metoxibenzila com os obtidos por Sakakibara
e cols (1965) mostram a mesma tendência da comparação feita
acima e estes autores utilizaram Titer° isolado de rata para
medirem a atividade da ocitocina porém não dão ideia do erro
de suas determinações.
A ocitocina obtida a partir da Boc(S-t-ButioCysi'6 )-
ocitocina teve atividade comparivel is obtidas com as prote-
ções benzila e p-metoxibenzila (Tabela III). Esta proteção
foi usada na sintese da apamina em fase s5lida por Van Riets
choten e cols. (1975) e na sintese da somatostatina por Moro
der e cols (1981) porem não existe na literatura referência
na sintese de ocitocina. Este resultado é de interesse pois
confirma através de uma sintese completa as observações de
Wunsch e Spangenberg (1971) sobre a resistência deste dis-
sulfeto assimétrico as condições de sintese classica ondese
utilizou o grupo carbobenzoxi e HBr em acido acético glacial
na proteção e desproteção do a -amino grupo. Além disso, per-
mitiu mostrar que a desproteção suave e especifica com tri-
n-butilfosfina forneceu ocitocina de atividade semelhante a
obtida por redução com sal:1i° em am5nia liquida.
A estratégia de sintese foi estudada tentando-se
além dos acoplamentos dos residuos um a um o acoplamento de
fragmentos. A obtenção do hexapeptideo C -terminal por acopla
mento de dois fragmentos Z-Gln-Asn-S13z1-CysN3 com Pro-Leu-
G1yNH 2 não foi conseguida devido ao baixo rendimento da sin-
tese e ã dificuldade de isolamento do produto final.
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0 hexapeptideo C -terminal foi preparado por acopla-
mentos sucessivos e obtivemos o nonapeptideo protegido final
acoplando, pelo método do anidrido misto, o tripeptideo Z-
S8z1Cys-Tyr-Ile. Além disso, a partir do heptapeptideo C -ter





por anidrido misto o dipeptideo Z-SB1Cys-Tyr.
A Tabela IV mostra que a ocitocina obtida a partir
da estratégia 3 + 6 teve uma atividade ligeiramente mai-
or do que a obtida pela estratégia 2 + 7 porem comparável
obtida por acoplamentos sucessivos (Tabela III). Não temos
uma justificativa clara para explicar a menor atividade da
ocitocina obtida a partir da estratégia 2 + 7 a não ser adi
ficuldade de isolar o nonapeptideo final de algum contaminan
te, que não identificamos e que chegou a diminuir o ponto de
fusão de cerca de 5 0C, como mostra a Tabela IV.
A estratégia 3 + 6 é portanto a rota de escolha
para síntese da ocitocina em escala de gramas pois obteve-se
maior rendimento do produto final com atividade ocitócica
comparável is ocitocinas obtidas por acoplamentos sucessi-
vos. Alem disso chegamos a reduzir por sódio em amónia li-
quida, numa Gnica reação ate 5 g do peptideo Z-(S8z1Cys 1 ' 6)-
ocitocina com atividade media de 310 UI/pmol.
A obtenção do tripeptideo Z-SBz1Cys-Tyr-Ile foi des
crita por Ressler e Du Vigneaud (1957), Boissonnas e cols
(1955), Beyerman e cols (1959) e Roberts (1954) e todos es-
tes autores chegam a um passo final comum que é a saponifi-
cação do ester metilico da isoleucina. A saponificação tem
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sido descrita com sendo bastante resistente e necessitando
até 5 horas de reação na presença de excesso da base e o ren
dimento deste passo fica entre 40 e 50%. Contornamos esta di
ficuldade introduzindo a isoleucina com a carboxila esterifi
cada com o álcool terc-butilico. Este ester no Z-S8z1Cys-Tyr-
Ile-tBu mostrou-se lábil ao HC1 4 N em acetato de etila e o
rendimento foi maior que 70% após recristalização de etanol :
água. Algm disso, o acoplamento do isoleucinato de terc-
butila ao dipeptideo Z-S8z1Cys-Tyr ocorreu com rendimento de
75% que õ superior aos descritos com o ester metilico.
A desproteção final dos peptideos por sódio em amô-
nia liquida foi empregada principalmente em sequências que
apresentam o resíduo cisteinil cujo grupo SH está protegido
por benzila embora tenham
(Hofmann e Yagima, 1961).
zky e Du Vigneaud (1959b)
sido descritos reações colaterais
Du Vigneaud e cols (1954), Bodans-
entre outros, empregaram este meto
do de desproteção adicionando o sódio envolvido Qum capilar
de vidro que era então mergulhado na solução de peptide° em
amônia. 0 método de extração descrito por Nesvadba e Roth
(1967) tem a vantagem de adicionar o sódio já dissolvido evi
tando o contato do peptide° com o sódio metalico.
Empregamos nas reduções preliminares da ocitocina
este método de extração porem o rendimento final era
variável, de 80 a 200 UI/pmol de peptide° protegido,




locar excessos de sódio pois a adição era interrompida por
resfriamento do balão contendo amônia. Este processo era mais
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difícil quanto maior o volume de amônia utilizado.
A modificação deste processo por extração, adaptan-
do-o a uma bureta (Figura 7) permitiu um controle mais efi-
ciente da adição de sadio, mesmo trabalhando com 1,5 1 de
amônia e os resultados obtidos foram mais constantes e com
rendimento melhores 310 UI/umol de Z-(S8z1Cys1,6 )-ocitocina
em reduções de ate 5 g por reação.
Isolamos por distribuição em contra-corrente a oci-
tocina monomerica pura com atividade de 470 ± 8 UI por mg
(Farmacopeia Americana indica 450 UI/mg) da ocitocina na for
ma de dimero com atividade de 23 UI/mg. 0 espectro Raman ex-
citado por laser em estado sblido da forma monomerica da oci
tocina, apresentado na Figura 10 mostra um perfil superponi-
vel ao descrito por Tu e cols (1978). 0 mesmo espectro da
forma dim-erica da ocitocina apresentado na Figura 11 mostra
as mesmas bandas de absorção porem a banda amida III apresen
ta-se dividida com um máximo em 1260 e outro entre 1235-1240.
Segundo Tu e cols (1978) esta banda e a mais sensivel i con-
formação da cadeia peptidica e a banda amida III da estrutu-
ra 13-antipara1e1a 6 encontrada entre 1235-1240. Esta varia-
cão na banda amida III e de se esperar pela disposição em que
as pontes dissulfeto forçam as cadeias peptidicas a permane-
cerem quando se compara a forma monomerica com a dimerica.
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V. SUMARIO
1. Estabelecemos na execução deste trabalho condig6es essen-
ciais para obtermos alguns dos derivados de amino ácidos,
intermediários para síntese de peptideo em solução, assim
como reativos para as etapas de acoplamento e desproteção.
2. As sínteses da ocitocina com o grupo sulfidrila de cistei
na protegido por benzila, p-metoxibenzila e terc-butilmer
captana deram produtos com atividade e rendimento compará
veis.
3. A estrategia 3 + 6 mostrou-se mais eficiente para a sin
tese da ocitocina. Utilizou-se o anidrido misto nos aco-
plamentos com exceção da asparagina, a proteção carboben-
zoxi no u-amino grupo e HBr em ácido ac.éticq na desprote
gão deste grupo.
4. A adaptação de uma bureta ao equipamento para redução por
sOdio em amônia liquida, por extração do sOdio, mostrou -
se eficiente e reprodutível principalmente nas redugdesem
escalas de grama.
5. A ocitocina pura foi isolada por distribuição emcontra-cor-
rente e caracterizada por atividade biol6gica (470 UI/mg),
análise de amino ácidos e espectro Raman excitado por la-
ser.
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